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© TNF-Rezeptor, TNF bindende Proteine und daftir Kodierende ONAs. 

© DNA-Sequenzen. kodierend fur ein TNF-bindendes Protein und Kir den TNF-flezeptor. von dem dieses 
Protein die losliche Oomane darstellt. Die DNA-Sequenzen konnen fiir die Herstellung rekomo.namer DNA- 
Molekule zur Herstellung von TNF-bindendem Protein und TNF-Rezeptor verwendet werden. Rekomb.nantes 
TNF-bindendes Protein kommt in pharmazeutischen Zubereitungen zur Behandlung von indikat.onen. be. denen 
eine schadigende Wirkung von TNF auftritt. zur Anwendung. Mit Hiife des TNF-Rezeptors ozw. Fragmenten 
davon Oder mit Hilfe geeigneter Wirtsorgan.smen, transformiert mit rekomb.nanten ONA-Molekulen. enthaltenj 
die fur den TNF-Rezeptor kodierende ONA oder Fragmente Oder Modifikationen davon. konnen Substanzen iuf 
ihre Wechselwirkung mit dem TNF-Rezeptor unovofler auf ihre Bee.nflussung aer b.olog.schen Wirkung von TNF 
jntersucht werden. 
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Die Erfindung bezieht sich auf sinen TNF-Rezeotor sow.e auf ein TNF bindendes Protein. 
Tumornekrosefaktcr (TNF-a) wurde ersimals im Serum von Mausen und Kaninchen gefunden. die mit 
Bacillus Calmerte-Guenn infiziert und denen Endotoxin insert worden war. und auf Grund seiner cytotoxi- 
schen und Antitumore.genscnarten arkannt (Carsweit at a!.. 1975). Sr wird vor allem von aktiv.eren 
Makrcpnagen und Monozyten oroduziert. Zahlreiche Zeiltypen. die Zieie fur TNF sind. we.sen Oberflacr.en- ^ 
rez-ptoren mit hoher Affin.tat fur dieses Polypeptid auf (Old et al.. 1987): es wurde angenommen. fl aJ . 
Lymphotox.n (TNF-d) an denselben flezeptor bindet (Aggarwal et al.. 1985. Gullberg et al.. 1987). , NF- 3 ,st • 
.dentisch mit e.nem als Cachectm beze.chneten Faktor (Beutler et al.. 1985). der die Uooprotemhoasa : 
unterdruckt und bei cron.sch-entzundlichen und malignen Erkrankungen :uf Hypennglycencamie iunn 
(Tonie *t a! 1985. Mahoney et at.. 1985). TNF-a durfte an der Regulation des Wachstums sow, e an cer 
Oifferenzierung und Funktion von Zellen, die bei EntzGndungen. Immunvcrgangen und Hamatopcese e.ne : 
Roile soielen. beteiiigt sein. 

TNF kann auf den Wirtsorganismus durch Stimulation von Neutrophiien {Shalaby et al.. I98S. Kiebanorf ^ 
et al 1986) und Monocyten sowie durch Hemmung der Replikat.on von Viren (Mestan et al.. 1986. Wong et 
ai 1986) e.ne positive Wirkung ausuben. Oaruberh.naus aktiviert TNF-a die Immunabwehr gegen Parasiten^ 
und wirkt direkt und/oder indirekt als Mediator bei immunreaktionen. entzundlichen Prozessen und anderen-, 
Voraancen im Organismus. w 0 be. die Wirkmechanismen in vielen Fallen noch ungekiart sind. 
Die Verabreichung von TNF-a (Ceram. et al.. 1988) kann jedoch auch von schadlichen Ersche.nungen- . 
(Trac-v et al 1986) wie Schock- und Gewebeschadigungen begle.tet sein. die durch Annkorper gegen 
TNF-a aufgehoben werden kdnnen (Tracay et al.. 1987). Sine Reihe von Beobachtungen la* auf e.ne Rolle 
von endogen fre.gesetztem TNF-a bei verschiedenen pathologischen Zustanden schlie/3en. So sche.nt TNr- 
. ein Mediator der Kachexie zu se.n. die bei chron.sch-invas.ven. z.B. paras.taren Erkrankungen aurtre en 
Kann TNF-a sche.nt auch eine wesentliche Rolle bei der Pathogenese des durch gram-negat.ve Baktenen 
e ursacmen Schocks ^Endotoxin-Schock) zu sp.e.en: er durtte an e.nigen. wenn n.cht alien , w.rkungen von 
L^opo.ysacchanden bete.ligt se.n (Beutler et a... 1988). Ebenso wurde eine Funkfon von TNF 
Rahmen von entzundlichen Prozessen in Gelenken und anderen Geweben auftretenden <3*««"»f? u ^ 
gen sow* be! der Letal.tat und Morbiditat der Graft-versus-host reaction (GVHR. Transplantat-Absto^ng 
Piguet et ai.. ,987) postuliert. Auch wurde e,n Zusammenhang zwisch -"^ >^ B »* ^ TNF 
Serum und dem tddlichen Ausgang von Meningokokkenerkrankungen benchtet (Waage et al 19871 

we ters wurde beobachtet. da* die Veradreichung von TNF-a uber e.nen -angeren Zeur u. e.ne 
Zustand von Anorexie und Auszshrung verursacht. die e.ne ahnhche Symptom-* : aufwe, t .m am 
Kachex.e die mit neopiastischen und chronischen .nfektidsen Erkrankungen emergent (OI.H et al.. i98r) 

Es J e uber e.ne TNF inh.bierende Aktivitf. eines Prote.ns aus dem Harn von F.eb*P«.nwn 
bericmet von dessen Wirkung vermutet wird. da* sie auf einen kompetitiven Mechan.smus au Rezepto 
ebene se.bst (ahn.ich der Wirkung des Inter,eukin-1 Inh.b.tors (Seckinger et al.. 1987)) zuruckzufuhren ,t 

^nX^MM w,rd «n TNF inhibierendes Protein beschr.eben. das aus mensch.ischem , Harn 
gew nne" wurdl. Seine Wirkung wurde im Harn gesunder und kranker Personen W^ z ^ 
aufarund der Fahigke.t bestimmt. die Bindung von TNF-a an seine Rezeptoren auf ^ f7ianen h H H eL ^;-" e " 
^FS M Fibroblasten sow-e die zytotoxische Wirkung von TNF-a auf ^^^X^^Z 
Prote.n wurde im wesemlichen 2 ur Homogen.tat gere-nigt und durch se.nen N-Term nus cha 
d ie er Patentverbrfemlichung werden zwar grundsatz.ich mdgliche Wege 

kodierenden DNA und zum rekombmanten Prote.n zu gelangen: es werden ledoch ke.ne konkre.en Ang _ 
gemacht. wetaher der theoretiscn rncgl.chen Losungswege zum Z.eNuhrt fa|ls ein 

m vorversuchen zur vor.iegenden Edindung konnte aus D.a t yseha rn von U am.epa.e ten e 
Prote,n ident.fizien werden. das die bio.og.schen W.rkungen von TNF-a Q *\Z 1988V Von 

w.rkung mit TNF-a dessen Bindung an se.nen Zeiloberftachenrezeptor verh.ndert {Olsson et a... 
diesem Protein wurde auch eine Affinitat zu TNF-i festgestellt. n ia i v seharn wurde 

deS 0.e Anwesenhe-t dieses Prote.ns (im fc.genden TNF-8P ^ T^ol 
durch Kompet, tl on mit der Bindung von radioakfv mark.ertem rekomb.n w _TNFa ^ 
ML-50 Zel-en nachgew.esen. wcbe. der Einf.u^ von d.alys.ertem HMrtCvMW* 
Z-ilen gemessen wurde. Oie durcngefuhrten B.ndungsversuche .e.gten e.ne d0S, ^ aDh .^ 9 ro 9 retation J c , e 
TNF a-tdung an die Zel-e dure, konzentr.enen O.a.yseharn (die W k »^^ 
beooachtete Vernngerung der 8-ndung durch fund, ca, 

j. der urn die 8«ndung konkurnen. verursacnt werden konnte. burden Ourcn c« 
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Verringerurig der Bindung durcn Anwendung von TNF-a-und TNF-^-Antikcrpern merit aufger.ccen 'Herein 
konnte, ausgeschlossen). 

In analoger Wetse wurde in Vorversuchen zur vorliegenden Erfindung nacngewiesen. dad TNF-3P aucn 
Affimtat zu TNF-j aufweist. sie betragt ca. i<50 seiner Affimtat zu TNF-a. 

Mittels Gelchromatcgraphie auf Sephacryl 200 wurde festgesceilt. da/3 aire Substanz im Harn unc 
Serum von Oialysepatienten sowie im Serum von gesunden Personen mit rekombinantem TNF-a amen _ 
Komplex mit smem Molekulargewicht von ca. '5 000 bildet. 

T.NF-3P wurde aus mehreren Proben Oiaiyseharn von Uramiepatiemen durch parrieile Reinigung minels 
Druckuitrariltration, lonenaustauschchromatographie und Gelchromatographie 52facn angereichert. 

Oie erhattenen Praparationen wurden zum Nachweis der bioicgiscnen Aktivitat von TNF-3P durp.r 
Hemmung der wachstumshemmenden Wirkung von TNF-a auf Hl-SO-iO Zellen verwendet. Es zeigte siprr 
eine dasisaPhangige Wirkung von TNF-8P auf die btologische Wirkung von TNF-a. Es.wu.rde weuers ca& 
Sindungsverhalten von Zellen durch Vorbehandlung mit TNF-BP und ausschlieflendem Kompetitionscm- 
dungstest untersucht. Oabei wurde nachgewiesen, daU Vorbehandlung der Zellen mit TN-8P die Bindunq 
von TNF-a an die Zelle nicht beeintrachtigt. Dies zeigt. dafl die Wirkung von TNF-3P mcht auf setner ^ 
etwaigen Bindung an die Zelle und Konkurren2ierung mit TNF-a um die Bindung an den Receptor berunt; 

Oas im wesentlichen homogene Protein wurde in hochgereinigter Form ernalten. mdem Ham vtfr? - 
Dialysepatienten durcn Ultrafiltration konzentriert. der konzentrierte Harn dialysiert und zunachst m emem'^ 
ersten Reinigungsschritt mittels OEAe-Sephacei-Chromatographie auf das Vierfache angereichert wurjje^ 
Die weitere Anreicherung erlotgte mittels Affinitatschromatographie durch an Sepharose gebundenen TNF-' 
a. Oie Endreinigung wurde mittels Reverse Phase Chromatographie (FPLC) durchgefuhrt. : : 

Es konnte gezeigt werden. dafl das im wesentlichen hochgereinigte Protein die zytotoxische Wjrkung 
von TNF-a auf W£HI 164 Klon 13 Zellen hemmt (Olsson et al.. 1989). 

Vom im wesentlichen hochgereinigten Protein' wurde die N-terminale Aminosauresequenz aufgeklart. 
Sie wurde mit Asp-Ser-Val-Xaa-Pro-G!n-Gly-Lys-Tyr-!le-His-Pro-GIn-{Hauptsequenz) bestimmt (daneben 
wurde in Spuren die folgende N-terminale Sequenz nachgewiesen: Leu-(Val)-(ProHHis)-Lau-Gly-Xaa-Arg- 
Glu-(Nebensequenz)). Oer Vergleich der Hauptsequenz mit der N-terminalen Sequenz des in der EP-A2 308 
373 geoffenoarten TNF inhibierenden Proteins 2eigt die Identitat der beiden Proteine. 

Es wurde fplgende Aminosaurezusammensetzung. angegeben in Mol-Aminosaure pro Moi Protein und 
m Mol % Ammosaure. bestimmt als Mitteiwert einer 24. und 43-stundigen Hydrolyse. erm.nelt: 
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Mol 

Aminosaure-'Mol 
Protein 



Asp * Asn 

Thr 

Ser 

Glu + Gin 

Pro 

G!y 

Ala 

Cys 

Val 

Met 

lie 

L3U 
Tyr 
Phe 
His 
Lys 
Arg 



Total 



27.5 
15.3 
20.7 
35.0 
9.5 
16.0 
4.2 
32.3 
10.8 
1.1 
7,0 
20.2 
6.1 
8.1 
11. 1 
15.7 
11.8 



252.9 



Mol % 

Aminosaure 



10.9 
5.3 
3.2 

'3 3 
3.3 
S.3 
!,7 

J2.3 
4.3 

0.4 
2.3 
3,0 
2.4 
3.2 

4.4 

6.2 
4.7 



100 



Ein Gehalt an Giukosamin wurde mmeis Am.nosaureara.yss ^gew-esen. Oie Er gebmsse a.nes i ma 
canavatin A und We.zenkeimlekiin durchgeiuhrten Affinoblots ;s-;:en ebenfalls. dart es s.cn _i i . 
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um em Glykoprotein handelt. 

Oas im wesentlichen homogene Protein wurde (ryptisch verdaut und von 17 der erhaitenen Soattpeotide 
die Ammosauresequenzen bestimmt. Weaers wurde der C-Terminus analystert. 

TNF-3P kommt offensichtlich die Funkrion ernes Regulators der TNF-Aktivitat mit der Fahigkeit zu. die 
5 Konzentrationsanderungen von freiem. biologisch aktivem TNF-a abzupuffern. TNF-3P durfre aucn die 
Ausscheidung von TNF durch die Niere beemflussen. -veil der mit TNF gebildete Komoiex. dessen 
Molekulargewicht mitteis Gelpermeattcnschromatographie auf Sephadex G 75 mit ca. 75000. bestimmt 
wurde. im Gegensatz zu TNF offensichtlich nicht durch den Glomerulus zuriickgehalten wird. 

Oas TNF-BP wurde aus dem Harn von Dialysepatienten als eine von drei Hauptprotemkomponenten. 
io die Atfinitat zu TNF aufweisen und die gemeinsam mit TNF-3P von der TNF-Affinitatschromatographiesaule 
eluieren, nachgewiesen. Oie beiden anderen Proteine binden jedoch orfensichtlich in einer Weise, die die 
3indung von TNF-a an seinen Zelloberflachenrezeptor nicnt beeintrachtigt. 

Die zur biologiscnen Wirkung des TNF-5P erhaltenen Ergebnisse. insbesondere der Vergleicn der 
Bindungskonstante mit der fur den TNF-flezeptor beschriebenen Bindungskonstante (Creasey et a!., 1987) 
fS * lieferten einen ersten Hinweis dafur, dad es sich bei diesem Protein urn den loslichen Teil eines TNF- 
Rezeptors handeln konnte. 

Auf Grund seiner Fahigkeit, die bioiogische Wirkung von TNF-a und TNF-d zu inhtbieren. ist das TNF 
bmdende Protein geeignet. bei Indikationen eingesetzt zu warden, bei denen eine Herabsetzung der TNF- 
Aktivitat im Organismus angezeigt ist. Geeignet zur Anwendung bei diesen Indikationen sind auch Oerivate 
20 Oder Fragments des TNF bindenden Proteins mit der Fahigkeit. die bioiogische Wirkung von TNF zu 
innibieren. 

TNF-BP {bzw. seine funktionellen Oerivate Oder aktiven Fragmente) kann zur prophytaktischen und 

therapeutischen Behandlung des menschlichen Oder tierischen Kdrpers bei Indikationen. bei denen sine 

schadigende Wirkung von TNF-a auftrttt. eingesetzt warden. Zu diesen Erkrankungen zahien insbesondere 
25 entzundliche sowie infektidse und parasitare Erkrankungen Oder Schockzustande. bei denen endogenes 

TNF-a freigesetzt wird. weiters Kachexie. GVHR. AROS (Adult Respiratory Oistress Symptom) und Autoim- 

munerkrankungen wie Rheumatoide Arthritis, etc. Es sind darunter auch pathologische Zustande zu 

verstehen. die als Nebenwirkungen bei der Therapie mit TNF-a, besonders bei haher Oosierung. auftreten 

kdnnen. z.B. schwere Hypotension Oder Storungen des Zentralnervensystems. 
30 Auf Grund seiner TNF bindenden Eigenschaften ist TNF-BP auch als Otagnostikum fur die Bestimmung 

von TNF-a und/oder TNF-3 geeignet, z.B. als eine der Komponenten in Radioimmunoassays Oder 

Enzymimmunoassays. gegebenenfalls zusammen mit Antikorpern gegen TNF. 

Auf Grund seiner Eigenschaften ist dieses Protein ein pharmakoiogisch wertvoller Wirkstoff. der aus 

naturlichen Queilen nicht in ausreichender Menge mitteis proteinchemischer Methoden darstellbar ist. 
js Es destand daher das BedCrfms. dieses Protein (bzw. verwandte Proteine mit der Fahigkeit. TNF zu 

bmden) auf rekomoinantem Weg herzustellen. urn es fur die therapeutische Anwendung in ausreichender 

Menge zur Verfugung zu stellen. 

Unter der "Fahigkeit. TNF zu binden" ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung die Eigenschaft emes 

Proteins zu verstehen. an TNF-a derart zu binden. dad die Bindung von TNF-a an den funktionellen Te.l des 
40 Rezeptors verhindert und die Wirkung von TNF-a im menschlichen Oder tierischen Organ.smus gehemmt 

Oder aufgehoben wird. Ourch diese Definition ist die Fah.gkeit eines Proteins, auch an andere Proteme. z.B. 

an TNF-;* zu binden und deren Wirkung mhibieren zu kdnnen, mit eingeschlossen. 

Oer vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde. die fur TNF-BP kodierende ONA zur Verfugung 

zu stellen urn auf deren Basis die Hersteilung rekombinanter ONA-Moiekule zu ermogt.chen. m.t denen 
,5 geeignete Wirtsorganismen transformer! werden kdnnen. um TNF-BP bzw. funktionelle Oer.vate und 

Fragmente davon zu produzieren: 

im Rahmen dieser AufgabensteKung soiite auch festgesteiit werden. ob es sich be.m TNF-BP um den 

Idsiichen Teil eines TNF-Rezeptors/handett. Oiese Annahme wurde bestatigt. womit die Grundtage rur d.e 

Aufklarung der Rezeptorsequenz geschaffen war. 
so Eine weitere Aufgabenstellung im Rahmen der vorliegenden Erfindung bestand in der Bere.tstellung der 

fur einen TNF-Rezeptor kodierenden cONA fur die Hersteilung von rekomb.nantem humanem Nf- 

Oas Vorhandense.n e.nes 'spez-fischen Rezeptors mit hoher Affin.tat zu TNF-« auf versch.edenen 
Zelltypen wurde von mehreren Arbe.tsgruppen gezeigt. Kurzlich wurde erstmals von der isoiienjng und 
55 voriaufigen Charakter.s.erung e.nes TNF-a Rezeptors berichtet (Stauber et ai.. 1 988). Oa d.e B.ndung von 
rad.oaktw markiertem TNF-a durch einen Uberschufl TNF-i aufgehoben warden kann (Aggarwai et au 
t985) wurde vorgeschlagen. da/J TNF-a und TNF-* e.nen gemeinsamen Rezeotor teilen. Da le.docn 
ander-rse-ts geze.gt werden konnte. da/] bestimmte Zelltypen. d.e auf TNF-a ansprechen. gegen ,JF- 3 
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;eiiwei59 Oder ganzlich unempfindlicn sind (Lccksley at al.. 1 987). wurde die Sxistenz eir.es gemetnsamen 
Rezeotors w.eder in Zweifel gezogen. 

im Gegensatz dazu schemen kurziich arnaltene Ergecnisse zu den Bindungseigenscnarten von TNF-j 
an Rezeptoren die Theone ames gemeinsamen Rezeptors wteder zu ernarten (Stauber at ai.. 1 989). wo cat 
,n dieser Arbeit vorgeschlagen wird. dafl zwischen TNF-a und TNF-d Unterschiede hmsichtiicn car.. 
Wechselwirkung mit cem Rezeptor bzw. zusatzlich hinsichttich der m der Zelle nacn der Ugand-flezepicr- 
wechselwirkung emtretenden Ereignisse bestehen. - * ■ • 

Kui-ziicr. wurde v °n einem weiteren TNF bindenden Protein benchtet. von dem vermutet wird. dad es 
5icn dacei um die idsiiche Form ernes anderen TNF-Rezeotors hanoelt (Engelmann 9t at.. 1990). 

Die Varfugbarken der fur einen TNF-Rezeptor kodierenden DNA stent die Voraussetzung fur ci.e 
Herstellung von rekcmdinantem Rezeotor und damit u.a, erne wesentliche Erleichterung fur die Ourcnfuh- * 
rung vergieicnender Untersuchungen verschiedener Zelltypen auf ihre(n) TNF-a- und/oder TNF-J-Rezecior- 
(an) bzw. auf die durch die Sindung von TNF an den Rezeptor in der Zelle ausgelosten Reaktionen daV 
Oadurcn wird waiters die Autklarung der dreidimensionalen Struktur des Rezeptors ermoglicht und damn 
die Voraussetzung fur ain rationales (Design fur die Entwickiung von Agonisien und Antagonisten der 7 inf. . . 
Wirkung gescharfen. 

3ei der Ldsung der gestellten Aufgabe wurde von der Feststeilung ausgegangen. da/3 das Ourcrisuc;ien 
von cONA-StbliotrieKen mit Hilfe von Hybridisierungssonden. die von Aminosauresequenzen kurzer Peptide 
abgeleitet sind. auf Grund der (Degeneration des genetischen Codes mitunter auf groflere Schwiengkeiten- 
stoflt. Zusatzlich erscnwen wird diese Vorgangsweise dann. wenn von etnem Protein, wie z.B. dem TinIp v 
BP. nicht bekannt ist. in weichen Geweben es synthetisiert wird. In diesem Fall kann bei etnem Versa^yn 
dieser Methode unter Umstanden nicht mit Bestimmtheit festgestellt werden. ob es auf die Wahl e.r:?r 
ungeeigneten cDNA-Sibiiothek Oder auf die zu geringe Spezifitat der Hybridisierungssonden zuruckzufuhren 

ist. ' ... . , . 

Urn die Kir TNF-BP kodierende ONA zu erhalten, wurde daher zunachst ertindungsgemafl w.e ,oigt 

vorgegangen: ' -re 

Ais cONA-Bibliothek wurde aire Bibiiothek der Fibrosarkomzellinie HS913 T. die mit TNFc .nduzierr 
wordan war und in x gill vorlag. e.ngesetzt. Um aus dieser Bibiiothek V DNA mit TNF-BP Sequenzen :u 
erhalten wurde die groiJe Empfindiichkeit der Polymerase Kettenreaktion (PCR. (Saiki, 1988)) ausgenutzt. 
jo (Mf Hilfe dieser Methode kann aus einer gesamten cONA-Bibliothek eine unbekannte ONA-Sequenz 
erhalten werden. die flankiert ist von Oligonukleotiden. die auf Basis bekannter Aminosaurete.lsequenzen 
antworfen und ats Primer eingesetzt wurden. Ein solches iangeres ONA-Fragment kann nachfolgend ais 
Hybridisierungssonde. z.B. zur Isolierung von cONA-Klonen. insbesondere des urspriingt.chen cDNA-Kicns. 

eingesetzt werden). t 

Auf Basis der N-terminalen Aminosauresequenz (Hauptsequenz) und Aminosauresequenzen von trypti- 
-hen P-pticen die vom hochgereinigten TNF-BP erhalten worden waren. wurden Hybridisierungssonden 
^est-llt Mit Hilfe dieser Sonden wurde m.tteis PCR aus der cONA-Bibliothek HS913T erne cONA. d.a 
einen Tail der fur TNF-BP kodierenden cDNA darstellt. erhalten. Oiese cONA weist die folgende Nukleotid- 

CAgTgG AAA TAT ATT CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC TGT ACC AAG TGC CAC AAA GGA 
*CC TAG TTG TAC AAT GAC TQT CCA GGC CCG GGG CAG GAT ACG GAC TGC AGG GAG TGT GAG 
AGC GGC TCC TTC ACA GCC TCA GAA AAC AAC AAG . ' 

Oiese DNA stem eine von mdglichen Varianten dar. die geeignet sind. m.t TNF-BP-ONAs bzw i Nt-.tsr- 
RNAs zu hybridisieren (soiche Vananten umfassen z.B. d.ejenigen ONA-Mo.ekule. die durch P^^P 1 '''^ 
don mit Hiife von Primern erhalten werden. deren Nukleofdsequenz n.cht exakt m.t der 9^™J^™* 
uD««nstimmt. etwa aulgrund von zu Klon.erungszwecken vorgesenenen R.stnkaonsschn,«s .Uen ode 
a.fgrund von be, der Am.osauresequenzana.yse etwa nicht eindeutig ^'^^^^^ 
-TNF-aP-ONAs- bzw -TNF-SP-RNAs* sind Nukieinsauren zu verstehen. d.e fur TNF-BP bzw. verwandte 
Protege rn.t der Fah.gkeu. TNF zu b.nden kodieren bzw. die fur e.n soiches Prote.n kodierende Sequenz 

50 TNF-BP-GNAs (bzw. TNF-BP-RNAs) smd auch cONAs. abgeleitet von mRNAs. die durch 

alternatives Spl.cing entstanden sind (bzw. diese mRNAs seibst). mitumfaflt. Unter -alternaftvem Spi^ang 
lid die EnLnung von mtrons verstanden. be. der vom g.eichen ^^^^S" 
Spiicaacceotor. und/oder Spl.cedonorste.len verwendet werden. Die dabe, ™^ n £°"™^™mnM 
cen s.ch vonamander durch das ganzt.che Oder te.lwe.se Vorhandense.n Oder Fehlen von basummtan 
E,onsequenzen. wobe. as gegedenenfaUs zu a.ner Versch-ebung de^ i enmaltenC3 

Die srfindungsgema/J anacnst erhaltene. emen .ail der fur TNF-BP kod.erenden 
cDNA (bzw. Vananten davon) kann som.t ais HyOridisierungssonde verwendet werden. um aus .CMA 
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Oie erhaltene cONA stellt die Voraussetzung fur die Herstellung von rekombmamem TNF-BP dar. 

Oie zunachst erfindungsgematf isolierta cONA enthalt. wie bereits erwahnt. nach dem Codon fur A$n-^ 
172 nicht das Stopccdon. das aufgrund der Analyse des C-Terminus zu erwarten ware, sondern der orfene* 
Leserahmen wird fortgesetzt. Oie Region zw.schen VaM83 und Met-204 hat einen stark hydrcpnoben. 
Charakter. Dieser hydrophobe Bereich von 22 Aminosauren. gefotgt von einem Abschnitt mit emem Gefcaft^ 
an positiv geladenen Aminosauren (Arg-206. Arg-209) weist die typischen Merkmale einer Transmembrane 
domane auf. die Proteine in der Zellmembran verankert. Der in Richtung C-Terminus folgende Proteinantetl* 
i st dagegen wieder stark hydrophil. 

Oas Hydrophobizitatsprofil ist in Fig. 2 abgebiidet (der Hydrophobizitatsplot wurde mit Hiffe des Mac 
Molly Programms (Fa.Soft Gene Berlin) ersteltt: die Fenster*eite fur die Berechnung der Werte betrug 1 1 
Aminosauren. Hydrophobe Sereiche entsprechen positiven. hydrophtle Bereiche negativen Werten auf der 
Ordinate. Auf der Abszisse ist die Zahl der Aminosauren. beginnend mit dem Startmeihionin St. darge- 

Stel Aus der Proteinstruktur ergibt sich. dad die fur das Idsliche. sekretierte TNF-BP kodierende ONA Te.l 
*iner fur ein grbfleres Protein kodierenden ONA ist: Oieses Protein weist die Merkmale e.nes in der 
Zellmembran verankerten Proteins auf. enthalt TNF-3P in fur eine extrazellulare Oomane typ.sche We.se 
und weist einen betrachtlichen fur zytoplasmatische Oomanen typischen Abschn.tt auf. Ldsliches TNF-BP 
wird orfensichtticn von dieser membrangebundenen Form durch proteoiytische Spaltung knapp auflerhalb 
der Transmembrandomane erhalten. 

Oie Struktur des von aer erhaltenen cONA kodierten Proteins im Zusammenhang mit der Fahigke.t von 
TNF-BP TNF zu binden. bestatigen die Annahme. dai3 es sich oei TNF-BP urn einen Te.l e.nes zellularen 
Cberflachenrezeptors fur TNF handelt. dessen extrazellulare. fur die Bindung von TNF verantwonl.che 
Oomane proteolytisch abgespalten werden kann und in Form des idslichen TNF-BP wiedergefunden w.rd. 
(Oabei soil nicht ausgesch lessen werden. daiJ im Hinblick auf die Funktionsfahigkeit des Rezeptcrs d.eses 
Protein gegebenenfails mit einem Oder menreren anderen Proteinen assoziiert ist). 

Fur Zwecke der Produktion von TNF-BP in groflerem MaAstab wird vorteilhafterwe.se nicht von der 
cesamten cONA ausgegangen. weil das Erfordernis der Abspaltung von TNF-BP von dem Te.l des Proteins^ 
das den membrangebundenen Te.l des TNF-Rezeptors darsteiit. berucksichtigt werden muflte. Es w.rd 
v.eimehr. wie bereits angefuhrr. zweckmaflioerweise nach dem Codon fur Asn-i72 durch genchtete 
Mutagenese ein Translationsstopcoaon e.ngefuhrt. um eine uber das C-term.nale Ende von TNF-B. 
hinausgehende Proteinsynthese zu verhindern. 

Mit der zunachst erfindungsgemafl erhaltenen cONA. die eine Te.lsequenz der fur e.nen TNF.Re«pwr 
kodierenden ONA darsteiit. ka/in man ;ur vollstandigen Rezeptorsequenz gelangen. '^em man z 
mod.fiziener PCR (RACE = '"rap,d amplification of cQNA ends' (Fronman et al., 1988)) das feniende 3 • 
Ende mit Hilfe eines Primers, der aufgrund e.ner moglichst wait in Richtung 3 -ende der jorhandanen 
cONA gelegenen Sequenz konstruiert wurde. amplifiziert. Eine alternative Methods besteht ,m konvent.onei 
len Screenen der cONA-Bibi.othek m,t der verfiigbaren cONA bzw. Teilen davon als Sonde 

Erfindungsgemafl wurde zunaenst die Ranen-TNF-Rezeptor cONA isoiiert mit einer Te.lsequenz daraus 
die vollstandige humane TNF-Rezeotcr cONA erhalten und zur Express.on 9f bracht. 

Gegenstand der Erfindung ,« e.n humaner TNF-Re,eptor sow.e die dafur kod,erende , ONA Unte d e* 
Definition fallen auch ONAs. die fur C- und.oder N-term.na. verkurzte. z.B.prozess.erte. Oder fur ™o^*£ 
U.B. durch Anderungen an prpteo.yt.schen Soa,tste<!en. G.ykosyl.erungssteller , Oder 
Ure.chen) Formen bzw. fur Fragmeme. : 3. die versch.edenen Oomanen. des TNF-Rezeptors .od.erea 
Z ONAs iconn.n ,n Verb.ndung m,t den fur die Egression ertorderl.cnen Komrol-sequenzen « 
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Bestandteil refcomomanter ONA-Molekiile. die eoenfalls Gegenstand der vorfiegencen Erfindung sm.c.- :<jr 
Transformation von orckaryotischen Oder eukaryotischen Wirtsarganismen verwendet *erden. Qadurcn *trd 
einerse.ts cite Voraussetzung gescnarfen. cen TNF-Rezeotor bzw. Modifikatianen oder Fragmente davon ;n 
groderen Mengen auf rekombinantem Weg herzusteHen, urn 2.3. die Aufklarung e'er dreidimens.cnaien 
5 Struktur des Rezeotors zu ermdglicnen. Andererse.ts kdnnen mit diesen ONAs hdhere eukaryotiscne Zaflen 
transrormien werden. um Studien uber Mechan.smen und Oynamik der TNF.Rezeptcr-Wecnselwirkung. cer 
Signalubertragung bzw. Uber die diesbezugliche Reievanz cer verscniedenen flezectordcmanen o:w 
.Abscrinitten davon zu erhaiten. 

Cer rekcmbinante TNF-Rezeptor (bzw. Fragmente Oder Modifikationen davon) '<ann dazu verwendet 
to werden, Substanzen auf ihre Wechselwirkung mit TNF Oder dem TNF-Rezeptor bzw. auf ihren Einfluil auf 
die durch TNF mduzierte Signalubertragung zu untersuchen. Derartige Screenings (unter Verwenbung von 
Proteinen/Fragmenten bzw. vdn entsprechend transformierten hdheren eukaryotischen Zellen) scnarfen die 
Voraussetzung fur die Identifizierung von Substanzen. die TNF substituieren. seme Bindung an den 
Rezeptor hemmen bzw. solche. die den Mechanismus der durch TNF ausgeldsten S.gnaiubertragung 
rs blockieren Oder verstarken kdnnen. • 
£ine Mdglichkeit fur das Aurfinden von Agonisten und Antagonisten von TNF bzw, dem TNF-Rezeptor , 
besteht in der Etablierung ernes High Capacity Screening. Oabei wird eine geeignete Zellinre. vorzugsweise ' 
eme solche. die keinen endogenen humanen TNF-Rezeptor exprimiert. mit emem Vektor [ransformiert. der 
die fur einen funktionetien TNF-Rezeptor kodierende. gegenuber der naturlichen Sequenz gegebenenfalis. 
modifizierte. DNA enthalt. Oie Wirkung von Agonisten bzw. Antagonisten kannin einem derartigen 
Screening untersucht werden. indem die Ancwort auf die Wechselwirkung der Substanz mit dem Rezeptor. 
uber einen geeigneten Reporter {verandene Enzymaktivitat. z.B. Proteinkinase C. Oder Genaktivierung. z.3. 
Mangan-Superoxiddismutase. NF**B) verfolgt wird. 

Untersuchungen uber Mechanismen und Oynamik* der TNF/Rezeptor-Wechselwirkung. der Signaluber- 
tragung bzw. die diesbezugliche Roile der Rezeptordomanen kdnnen z.B. auch durchgefuhrt werden. indem 
DNA-Abschnitte. kodierend fur die extrazellulare Oomane des TNF-Rezeptors (bzw. Teite davon) mit ONA* 
Abschnitten. kodierend fur verschiedene Transmembrandomanen und/oder verschiedene zytoplasmatiscne 
Oomanen kombiniert und in eukaryotischen Zeiten zur Expression gebracht werden. Oie dabe. erhaltlichen 
hybriden Expressionsprodukte kdnnen geeignet sein. aufgrund gegebenenfalis verandener Eigenscharten 
fur die Signaltransduktion Aufschlufl uber die diesbezugliche Relevanz der verschiedenen Rezeptordoma- 
nen zu geben. womit ein gezieltes Screening erieichtert wird. 

Oie Verfiigbarkeit der fur den TNF-Rezeptor kodierenden cONA bzw. Abschnitten davon stent die 
Voraussetzung dar. zur genomischen ONA zu geiangen. Oazu wird unter stringenten Bedingungen e.ne 
ONA-Bibliothek gescreent und die erhaitenen Klone darauf untersucht. ob sie zusatzlich zu den kodierenden 
Regionen die fur die Genexpression erforderlichen regulatorischen Sequenzelemente aufweisen (z.B. 
Oberprufung auf Promotorfunktion durch Fusion mit kodierenden Regionen gee.gneter Reponergene). Oer 
Erhalt der genomischen ONA-Sequenz bietet die Mdglichkeit. die im nicht fur den TNF-Rezeptor kod.eren- 
den Bereich. insbesondere in der s'-flankierenden Region, gelegenen regulatorischen Sequenzen auf eme 
etwaige Wechselwirkung mit bekannten. die Genexpression modulierer.den Substanzen. z.B. Transknotions- 
,o faktoren Steroide. zu untersuchen bzw. gegebenenfalis neue Substanzen. die mdglicherwe.se fur d.e 
Expression dieses Gens spezifische Wirkung haben. aufzufinden. Oie Ergebnisse solcher Untersuchungen 
b.eten die Grundlage fur den gezietten Einsat* derartiger Substanzen fur die Modulation der TNF-Rezeptor- 
Expression und damit fur eine direkte Beeinflussung der Fahigkeit der Zelle zur interaktion m.t TNF. Oam.t 
kdnnen die spez.fische Reaktion mit dem Liganden und d.e daraus resultierenden Wirkungen unterbunden 

imRahmen der vorliegenden Erfindung smd auch ONAs mitumfaflt. die fur Subtypen des TNF- 
Rez-ptors bzw. seiner idsiichen Formen kodieren. welche gegebenenfalis unterschiedl.che Eigenscharten 
gegenuber dem vcriiegenden TNf=-Rezeptor aufweisen.Oabei handeit es sicn um Express.onsprodukte. d.e 
aufgrund von aiternafvem Splicing entstanden s.nd und geanderta Strukturen in Te.lbe re.chen ' au^-ser, 
so z B. Strukturen. die eine Veranderung der AHinitat und Spezifitat fur den Liganden (TNF^TNF-d) Oder e.ne 
Veranderung hinsichtlich Art und Effizienz der Signalubertragung bewrken kdnnen. 

Mit Hilfe der fur den TNF-Rezeptor kod.erenden cONA kdnnen Nukle.nsauren erhalten werden. d.e m.t 
der cONA oder Abschn.tten davon unter Bedingungen niedriger Stringenz hybnd-s-eren und fur e.n 
Polypept.d m.t der Fahigke.t. TNF zu bmden. kod.eren oder die fur ein solches Polypept.d kod.er.nce 

55 Sequenz enthalten. rt „ ll „ wPl „ , n 

Gegenstand der Erfindung >st in e.nem we.teren Aspekt das rekomb.nante TNF-8P. vor iU gs*e.sejn 
sekreferbarer Form, das den idsiichen Ta.t des erfindungsgemaflen TNF-Rezeptors darstelit so-a ue 
dafuf kodierende ONA. 
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Ourcn. Einonngen ernes QNA-Kenstruktes. enthaltend die fiir T.NF-3P <cc;erende Sequent mit-jiner fi - :* 
em Signaipeotid kcdterenden Sequenz >jnter Kontroite ernes geeigneten Promoters m geeignete wirtscrga- 
msmen. zweckmafligerwetse in eukaryotische. bevorzugt hohere eukaryctische Zeilen. kann TNF-3P 
prcduz:en werden. das in den Zeiiufcerstand sekretiert wird. 

5 im Faile der Verwendung ernes Signaipeotias im Hinblick auf die Sekretion des Proteins w.-ri 

zweckmafligerwetse die fur das Signalceptid kodierende GNA vor das Codon fur Asp-i2 gefugt. urn ~\n 
emneitiiches Prcdukt zu erhalten. Grundsatzlich ist jedes Signaipeotid geeignet. das im entsorecnencerr 
Wirtsorganismus die Sekretion des reifen Proteins gewahrieistet. Gegebenenfalls kann die Signalsecuenz 
auch vor das fur Leu-i kodierende Triplett geset2t werden. wooei in diesem Fall erforderlicn sein kann, die 

■ o durch Absoaltung des aus 1 1 Ammosauren bestehenden Peotids am N- Terminus entstenende Form *on 
TNF-BP vom nicht Oder nicht vollstandig prozessierten TNF-8? in emem zusatzlichen flemigungsschnct ?\\' 
trennen. 

Oa die cONA nacn dem Codon fur Asn-172, das aufgrund der C-terminalen Analyse den C-Termmus 
darsteilt. kein Stopcodon emhalt. wird zweckmafligerweise im Hinblick auf die Expression von TNF-BP nacn 
;s dem Codon fur Asn 1 72 durch gerichtete Mutagenese ein Translationsstopcodon emgefuhrt. 

Die fur TNF-3P kodierende ONA kann durch Mutation, Transposition. Deletion. Addition oder Verkur- 
zung modifiziert werden, sofern derartig modifizierte DNAs fiir (Poly)peptide mit der Fahigkeit. TNF .:u 
binden, kodieren. Oerartige Modifikationen kdnnen z.S. darin bestehen. eine Oder mehrere der potentieilen, 
gegebenenfalls fur die biologische Aktivitat nicht erforderlichen Giykosylierungssteiien 2u verandern. trie-am 
2Q z.3. das Asn-Codon durch ein fur eine andere Aminosaure kodierendes Triplett ersetzt wird. Uny;r 
Berucksichtigung der Erhaltung der biologischen Aktivitat kdnnen auch Modifikationen vorgenommer? 
werden. die in einer Anderung der Disulfidbrucken (z.B. Verringerung deren Anzahl) resuitieren. 

Die angefiihrten ONA-Molekule stellen somit die Voraussetzung fur die Konstruktion rekombinanter 
ONA-Moiekule dar. die ebenfalls Gegenstand der Erfindung sind. Mit solchen rekombinanten DNA-Moieku- 
25 ten in Form von Expressionsvektoren. enthaltend die fur ein Protein mit TNF-BP Aktivitat kodierende. 
gegebenenfalls in geeigneter Weise modifizierte ONA, vorzugsweise mit emer vorgeschalteten Signaise- 
quenz, und die fur die Expression des Proteins erforderlichen Kontrollsequenzen, kdnnen geeignete 
Wirtsorganismen transformiert. gezuchtet und das Protein gewonnen werden. 

Ebenso wie etwaige Modifikationen der ONA-Sequenz ertclgt die Auswahl von fur die Expression 
jo geeigneten Wirtsorganismen insbesondere im Hinblick auf die biologische Wirkung des Proteins. TNF zu 
binden. Daruberhinaus gehen die bei der HersteHung rekombinanter Proteine ublichen Kriterien wie 
Vertragtichkeit mit dem gewahiten Vektor. Prozessierungsfahigkeit. Isolierung des Proteins. Expressicnscha- 
rakteristika. Sicherheits- und Kostenaspekte in die Entscheidung u'oer den Wirtsorganismus ein. Die Wahi 
ernes geeigneten Vektors ergibt sich aus dem fur die Transformation vorgesehenen Wirt. Grundsatzlich sind 
js alle Vektoren geeignet. die. die erfindung sgemaflen fur TNF-3P kodierenden DNAs (bzw. Modifikationen 
davony repii2teren und exprimieren. 

im Hinblick auf die biologische Aktivitat des Proteins ist bei der Expression der fiir TNF-BP kodieren- 
den ONA vor altem der etwaigen flelevanz der beim naturlichen Protein festgesteiiten Kriterien Glykosyiie- 
rung und hoher Anteil an Cysteinresten fiir die Eigenschart, TNF zu binden. Rechnung zu tragen. 
Zweckmaflig werden daher fiir die Expression Eukaryonten. insbesondere geeignete Expressionssysteme 
hdherer Eukaryonten, verwendet. 

Im flahmen der vorliegenden Erfindung wurden sowohl transients als auch permanente Expression von 
TNF-3P in eukaryotischen Zellen nachgewiesen. 

Das erfindungsgemafle rekombmante TNF-8 ebenso wie geeignete Modifikationen davon. die die 
45 Fahigkeit aufweisen. TNF zu binden. kdnnen oei der prophylaktischen und therapeutischen Behandlung des 
menschlichen oder tierischen Kcrpers bei Indikationen eingesetzt werden. bei denen eine scnadigenda 
Wirkung von TNF-a auftritt. ; 

Oa beim TNF-3P auch e»ne TNF-d mhibierende Wirkung nachgewiesen wurde. kann es (bzw. die 
verwandten bzw. modifizienen Polypeptide) in geeigneter Dosierung. gegebenenfalls in im Hinblick auf erne 
so gesteigerte Affinitat zu TNF-J modifizierter Form, auch fur die inhibierung der Wirkung von TNF-i .m 
Organismus verwendet werden. 

Gegenstand der Erfindung smd daher weuers pharmazeutische Zubereitungen. enthaltend erne die 
biologische Wirkung von TNF -a und-oder TNF-i wirksam hemmercs Menge von rekombmantem TNF-BP 
bzw. einem verwandten Polypeptid mit der Fahigkeit. TNF zu binden. 
55 Pharmazeutische Zubereitungen kommen insbesondere fur die parenteral Anwendung bei den erwahn- 

ten ind.katipnen, bei denen erne scnadigende Wirkung von TNF auftritt. in Betracht. z.B. m Form vcn 
Lyopn.lisaten oder Ldsungen. D.ese enthalten TNF-BP oder em :herapeutisch w.rksames funkt.onefies 
Oenvat in theraoeutisch w.rksamer Menge. gegebenenfalls zusammen m.t physiologisch vertraghchen 
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a) Konzeniration des Hams 

200 i Oialyseharn von Ura'miepatienten. aurbewahn m Flascnen anthaltend SOTA (TO g,l). "ns -5 g.iv 
NaNj (l <j/l) und Benzamidinftydrcchlond (1 g.l) sowte kuhl gelagert. wurden durch Ultrafiltration mirteis 
etnem hocndurchlassigen Hamokapiilarfilter mit emer asymmetnscnen Honlfasermembran (FH 33H, Gan- ( 
croj auf 4.2 I .-nit emem Proteingehalt von 567 g kcnzentnert. Oer kcnzemnerte Harn wurde gegen lOmM.i 
Tns HCi. pH 3 diaiysierr. Wahrend dieses Vorgangs wurde. wie in den nacnfclgenden Schnnen (auflar mi* 
der Reverse Phase Cnromatograpnie). imNW Banzamidinhydrocnlond zugefiigt. um proteolytischem Verdau 
entgegenzuwirken. Aile nacnroigenden Remigungsschntte wurden. wgnn ntcnt anders angegecen, cei -t C 
durcngefCihrt. 



b) lonenaustauschchrorrsatcgraphie ** 

5 Oieser Schritt wurde durchgefuhrt, mdem OEAE-Sepnacel-Saulen (2.5 x 40 cm) mtt Proben konssntrtor. 
ten und dialysierten Harns. enthaltend je ca. 75 g Protein, beschickt wurden. Eluiert wurde mit 300 ml ein*$, . 
NaCl -lOmM Tris. HQ pH-3-Gradienten, wobei die NaCl Konzentration 0 bis 0.4 M betrug. Die das TnFJcJP^ 
enthaltenden Fraktionen von sieben Saulen mit einem Gesamtproteingehalt von it 4 g wurden bet -20 C 
gelagert. 

!0 

c) Affinitatschromatographie 

2ur Herstellung der TNF-Sepharosesaule wurde- rTNF-a (15 mg) in 0.1 M NaHCOi, 1 M NaCl. pH 9 
rs (Kopplungspuffer) an 1.5 g cyanogenbromidaktivierte Sepharose 48 (Pharmacia) gekoppeit. Oie Sepharcse 
wurde in imM HCI gequoiien und mit Kopplungspuffer gewaschen. Nach Zusatz von rTNF-a wurde die 
Suspension 2 Stunden iang bei Raumtemperatur rotieren gelassen. Oer Uberschu/3 an CNBr-Gruppen wurde 
durch einemhalbstundige Rotation mit 1M Ethanolamin. pH 3 blockiert. Oie TNF-Sepharose wurde em.ga 
Male abwechseind m im NaCl. 0.1 M Natriumacetat pH 3 und i M NaCl. 0.1 M Borsaure pH 4 gewascnen 
und anschlieflend in phosphatgepufferter Kochsalzlosung mit imM Benzamidinhydrochlorid getagert. Die 
aus Schritt b> erhaltenen Fraktionen wurden auf eine Konzentration von 0.2 M NaCl. lOmM Tns-HCi. pH 3 
emgesteiit. Oie TNF-Sepharose wurde in eine Saule gepackt und mtt 0.2 M NaCi. lOmM Tris HCI. pH 3 
gewaschen und die TNF-BP enthaltenden Fraktionen. enrsprechend ca. 30 g Protein, bei einer DurchfMra- 
te von 10 mLh aufgetragen und ausgiebig mit 0,2 M NaCl. lOmM Tris HCI. pH 8 gewaschen. bis im Eluat 
bei 280nm keine Absorption mehr nachweisbar war. Anschlieflend wurde TNF-8P mit 0.2 M GlyciaHCl. pH 
2.5 eluierr. 

TNF-3P enthaltende Fraktionen aus 4 Auftrennungen wurden vereinigt und nach Zusatz von Polyethyi- 
englykol (MG 6000) - bis zu einer Endkonzentration von 10 mg/mi * lyophilisiert. Oie lyophiiisierte Probe 
wurde .n destilliertem Wasser gelost und gegen destilliertes Wasser diaiysierr. (Oie dialysierte Probe (4 ml) 
■to wurde in tiefgefrorenem Zustand gelagert.) 

Oieser Reinigungsschritt brachte gegenuber dem vorangegangenen eine weitere Anreicherung um das 
ca. 9000 fache. SOS-PAGE (durchgefiihrt. wie in Vorversuch 2 beschrieben) der TNF-BP enthaltenden 
Fraktionen zeigte die £lution von dret Hauptkomponenten mit Molekulargewichten von 28 000. 30 000 und 
50 000 . 



d) Reverse Phase Chromatographie 

r 

Ein aiiquoter Anteil (1 ml) der aus Schritt c) erhaltenen Fraktionen mit einem Zusatz von 0.1 
Tnfluoressigsaure wurde auf e.ne ProRPC HR 5/10 Saule (Pharmacia), die an em FPLw-System 
(Pharmacia) angeschlossen war. aufgetragen. Oie Saule wurde mit 0.1 %iger Tnfluoressigsaure squ.l.onert 
und bei Raumtemperatur m,t einem linearen IS ml Gradienten von to Vol% bis 50 Vol% Aceton.tnl 
-nthaitend 0.1 % Tnfluoressigsaure. besch.ckt: die Ourchfluflrate betrug 0.3 ml/mm. Fraktionen von 0.5 mi. 
wurden gesammelt und die Absorption bei 280nm sow,e die Aktivitat des TNF-a bmdenden Proteins m.t 
Hiife des Kompetitionsbindungstest. wi e im 3e.sp.el i angegeben.bestimmt. wooe. lewe.ls 0.0 1 uJ Prooe 
verwendet wurden. TNF-BP eiu.erte als em e.nziger Aktivitatspeak entsprechend e.nem schartan jv- 
Aosorptionspeak. 

O.eser letzte Re-nigungsschriit brachte eine Zunahme der spezifischen Aktivitat um das ca. 29 racn.. 
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Gesamtz-jn an me an Aktivitat gegenucer dem Ausgangsmaterial (konzentnener Oialysanam) cetrug cas-ca. 
1.1 x I0 ; facne. 

SOS-PAGE der reduzierten und nicht reduzterten Prooe. durchgefuhrt wie in Vorversuch 2 angegecen. 
argao eme diffusa 3ance. die auf das Vorhandensein eines emztgen Polyoeptids mit emem Molefcuiarge- 
wicnt von ca. 30 0CO hmw.es. Oas diffuse Erscnemungsbild der Bande kann auf das Voriiegen smer sder 
rr.enrerer hetarogener Glykosylierungen und/odar eines zweiten, in geringer Menge vcrhandenen Pclypeo* 
'.ids ;uruckzufunren sam. Oie Annahme, dabei kdnnte as sich um ain Polypeptid mit dam in Vorversucn 3d 
als -Necensequenz oestimmten N-Tarmmus nandeln. das gegenuber TNF-3P am N-'ermmus vertanger ist. 
wurde curcn die Sequenz der cOna bestatigt. wonach zwischen der Signalsequenz und Asn (Pos.i2) am 
Abscnnitt -,rjn 1 1 Ammosauren vpniegc. dessan Sequent mit der N-ferminalen Neoensequenz uterem- 
stimmt und der orfensicntlich vcm prozessierten Protein abgespalten wird. 



Vorversuch 2 



SDS-Polyacrylamidgeieiektrophorese (SOS-PAGE) 

SOS-PAGE wurde nach der Methode von Laemmti (Laemmii. 1970) auf 13 cm langen. 16 cm breuen^ 
und 1.5 mm dicken F'achgelen mit 10 Taschen mittels einer IKS 2001 Elektrophorese-Einheit durchgefuhrt' 
Der Proteir.gehalt der Proben aus den Reinigungsschritten c) und d) (Vorversuch i) wurde mmels Bio-Rad, 
Protein Assay bestimmt dzw. aus der Absorption bei 280 nm berechnet. wobei einer Absorption von t.O etn" 
Genalt von 1 mg TNF-3P/ml zugeordnet wurde. 

Oie Proben. enthaltend ca. 25 tig Protein (aus Vorversuch lc> bzw. ca. S ug (aus id) in reduzierter 
Mercaptoethancl) und nicht reduzierter Form wurden auf ein 3%iges Sammetgei und ein 5 bis 20"oiges 
iineares Polyacrytamidgradientengei aufgetragen. Oie Elektrophorese wurde bei 2SmAGel ohne Kuhlung 
gefahren. Als Moiekulargewicntsmarker (Pharmacia) wurden Phosphorylase 8 (MG 94 000). Rinderserumal* 
bumin (MG 67 000). Ovalbumin (MG 43 000). Karboanhydrase (MG 30 000). Soiabohnen-TrypsininhiDitor 
(MG 20 100) und a-Laktalbumin (MG U 400) verwendet. Oie Gele wurden mit Coomassie Blue in 7% ( ger 
Esstgsaure/4o%igem Ethanol gefarbl und in 7%iger Essigsaure/25%igem Ethanoi entfarbt. 

Cas Ergebnis der SOS-PAGE zeigte TNF-8P als Poiypeptidkette mit einem Molekulargewicnt von ca. 
30.000 . 



Vorversuch 3 



a) Prcbenvorbefeitung 



IS ug des nach Vorversuch id) gere.nigten Proteins wurden uber Reverse Phase HPLC entsalzt und 
werer gere.n.gt. Oazu wurden e.ne Bakerbond WP Cl8 Saule (Baker: 4.6 x 250 mm) und 0.1 %.ge 
T.-.Huoressigsaure .n Wasser (Eluens A) bzw. In Acetonitril (Eluens B) als mobile Phase verwendet. O.e 
Gradientensteigerung betrug 20 bis 68 % Eluens 8 in 24 min. Die Oetektion erfoigte parallel be. 21 4 nm 
.jnd bei 280 nm. Oie TNF-3P enthaltende rraktion wurde gesammelt. getrocknet und m 75 ll! /0 ">-ger 
Ameisensaure geiost und di.-ekt fur die Aminosauresequenzanalyse verwendet. 

b) Ammosaurasequenzanalyse / 

Oie automatische Aminosauresequenzanaiyse wurde mit einem Applied Siosystems 477 A Flussigpha- 
sensaquenatcr durch On-line 3estimmung der fre.gesetzten Phenylthiohydantoin-Oenvate mmels Appl.ed 
Biosystams Analysator. Model! 120 A PTH. durchgefuhrt. 
Sie ergab die fcigende N-termmale Sequenz als Hauptsequenz 
(ca 30 % der Proteinmenge). Aso-Ser-Val-Xaa-Pro-Gln-GlyUys-Tyr-lle-His-Pro-GIn-. 
Oaneben war 'oigende Nedensequenz nachzuweisen: Leu-(Val)-(Pro)-(His)-Lau-Giy-Xaa-Arg.Glu- <0.e -n 
Kiammer stehenden Ammosauren konnten nicht amdeutig identifiziert werden.) 
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Vor/ersucn 4 



SOS-PAGE 

5 

Oie Procenvorderettung *urde *.e im Vor/ersuch 3 durcngefiihrt m.t dem Umerschied. da/3 d:e 
Prcoenmenge to ag cetrug. Oie Prcce wurde m 50 al Wasser aufgenommen und in 4 Ponionen gate**. 
E.ner der vier aiiquoten Teiie wurde :ur Reinheitscestimmung minels SOS-PAGE nach der Metncde von 
Laemmli (24i mit DTT' {Oithtothreitol) reouziert und auf Mimgelen (Hofer. 55x30x0.75 mm. 15 %) getrennt: 
io als Molekulargewichtsmarker wurde der im Vorversuch 3 angegebene verwendet. Oie Farbung erfolgte r.aon 
der Methode von Oakley (Oakley, at al.. 1936V Oas Elektropherogramm 1st in Fig. 9 dargestallt. =s :*ig: ■ 
eme emzige 8ande bet emem Molekulargewicht von ca. 30 000. I : 
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a) Tryptic Peptide Mapping 



20 



ctwa 60 tig des nach Vorversuch id) gereinigten Proteins wurden uber Reverse Phase HPLC enttfajz: , 
und damn we.ter geremigt. Oazu warden erne Bakerbond WP CIS Saule (8aker; 4.6 x 250 mm) ur.d ■ 
0 i%ige Tnfluoressigsaure in Wasser (Eluens A) bzw. in Acetonitril (Eluens 8) als mobile Phase ve^endai. , 
Oie Gradiemensteigerung betrug 20 bis 68% Eluens 8 in 24 min. Oie Oetektion erfolgte parallel bei 214 nm 
und bei 230 nm. Oie TNF-3P amhaltende Fraktion (Retentionszeit etwa 1 3.0 min) wurde gesammett. 
2S getrocknet und in 60 at i%lgem Ammoniumbicarbonat galdst. 

Oieser Ldsung .wurden l% w.w. entsprechend 0.6 ag Trypsin (Boehringer Mannheim) zugesetzt und die 
fleaktionsm.schung 6 Stunden bet 37' C inkubiert. Oanach wurden nochmals 1% wvw Trypsin zugesetzt und 
die Inkubation uber Nacht forrgesetzt. 

Zur fleduktion der Disulfidbrucken wurde der ReaktionsansaU anschlieflend mit 60 al o M Harnstorf 
und mit 12 u.1 0 5 M Oithiothreitol versetzt und 2 Stunden bei Raumtemperatur stehengelassen. 

Oie Auftrennung der entstandenen tryptiscnen Spaltpeptide erfolgte uber Reverse Phasa HPLC. wooei 
em* OAtta Pak Ci8 Saute (Waters. 3.9 * ISO mm. 5 am Teitchendurchmesser. too a Porendurchmesser) 
dei 30 'C und 0 i%ige Tr.fluoress.gsaure in Wasser (Eluens A) bzw. .n Acetonitril (Eluens 3) als mooile 
Phase verwendet wurden. Oie Gradiemensteigerung betrug 0 bis 55% Eluens B in 55 min. danach wurde 
35", 8 fur IS min beibehaiten. Oie Fluflrate betrug i ml/mm, die Oetektion erfolgte parallel be. 214 nm (0.5 
AUFS) und bei 230 nm (0.05 AUF3). 
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S) Sequenzanaiyse von tryptiscnen Peptiden 

Einige der nach a) gewpnnenen trypt.schen Spaltpeptide von TNF-BP wurden der auwmatiscnen 
Aminosauresequenzanalyse unterworfen. Oazu wurden die entsprechenden Fraklionen aus der Reverse 
Phase HPLC gesammelt. getrocknet und in 75 al 70%iger Ameisensaure geldst. Oiese Losungen wurden 
d.rekt fur die Sequencing in e.nem App.ied Biosystems 477 A Pulsed Liquid Phase Sequenatc 
-ingesetzt. Tab.l enthalt die Ergebn.sse der Sequenzanalyse der trypt.schen Pept.de. wobe. d.e .n 
Klammern angefuhrten Ammosauren nicnt m.t Sicherhe,t nachgewiesen werden konnten. 0-e Angace xaa 
tedeutet, dafl an dieser Stelle die Ammosaure nicht identifiziert werden konnte. 
in der Fraktion 8 konnte die Ammosaure in Pos.t.on 6 nicht identifiziert werden. Oie Sequenz -Xaa-Asn-ber- 
fur die Position 5-3 laflt vermu'ten. dafl d.e Aminosaure 6 in gtykosylierter rorm vori.egt 
so in der Frakt.on 17 konnte die Ammosaure in Pos.tion 6 ebenfa.ls nicht id.«.hz..rt werden. 0-e Sequenz 
-Xaa-Asn-Ser- (bere-ts in Frakt.on 3 aurtretend) fur die Pos.tionen 6 bis 8 laflt vermuten. dafl ue 
Amfnos^ufe 6 L g.ykosy.ie.er Form .or.iegt. O-e ersten 13 Amincsauren der Frakt.cn ,7 ^.n we, Qehe 
.dentisch m.t der Fraktion 3: be, Fraktion 17 durfte es s.ch somit urn em Pept.d handein. das dure 
unvollstandige trypttsche Spaltung entstanden ist. g ow onl in 

55 Auffallend ,st die ident.tat der Fraktion 2 i mit den Pos.tionen 7 b,s u der **™ * n ^ ^ 
Frakvon 2t als auch in Fraktion 27 bncht d.e Sequenz nach der Aminosaure Asparag.n (Pos.t.on t»-. ) 
W zL ad. oowoh, h,er ke.ne trypan. Spaltung zu erwarten ,st. O.es ,st em H,n.e,s darau( ^ c« 
Am.nosaure Asoarag.n (Pos.t.on 3 in Frakt.on 21 bzw. Pos.tion 14 m Frakt.on 20 d.e C .er 
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Aminosaure von TNF-9P sein '<dnnte. 

Aurfallend tst die *eitgehende idemitat der Sequent der nur in geringer Menge auftratenden Frakticn 
12 mil der in Vorversuch 10 bestimmten Nefcensecuenz des N-Tarmmus. Dad die Proceme der Hauot- una 
Nebensequenz auf etner analytischen Reverse Phase HPiC-Sauie (Vorversucn 3b) merit trennbar *aren. 
5 liefeae emen Hinweis dafur. dad es sicn dei dem Protein mit der Nebensequenz urn eine am N-Termmus 
veriangerte Form des TNF-BP handelt. die durch Pro29ssierung z-jm Groflteii in das Protein mit der 
HauDtsequenz uberfuhrt wird. 

Fraktiort Aminosauresequenz 



1 Asp - Ser - Val - Cys - Pro - Gin - Gly - Lys 

2 Xaa - Xaa - Leu - Ser -(Cys)- Ser - Lys 

3 Asp - Thr - Val - (Cys)- Gly -(Cys)- Arg 
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Glu - Asn - Glu - (Cys)- Val - Ser - (Cys) 
Ser - Asn -{Cys ) - Lys 

Glu - Asn - Glu -(Cys)- Val - Ser - (Cys)- 
(SeO- Asn - (Cys)- Lys - (Lys) 

Tyr - lie - His - Pro - Gin - Xaa - Asn - Ser 

- lie - Xaa - Xaa - Xaa - Lys 

Glu - Cys - Glu - Ser - Giy - Ser - Phe - Thr 

- Ala - Ser - Glu - Asn -(Asn) - (Lys) 

Leu - Vai - Pro - His - Leu - Gly - Asp - Arg 

Lys - Glu - Met- Gly - Gin - Val - Glu - lie 

- Ser - Ser - (Cys)- Thr - Val - Asp - (Arg) 

Gly - Thr - Tyr - Leu - Tyr - Asn - Asp - Cys 

- Pro - Gly - Pro - Gly - Gin - 

(Glu) - Met - Gly - Gin - Val -(Glu)- (He) - 
(Ser)- Xaa - Xaa - Xaa - (Val) -(Asp)- 

Lys - Glu - Met - Gly - Gin - Val - Glu - He 

- Ser - Ser - (Cys) - Thr - Val - Asp - Arg - 
Asp - Thr - Val - (Cys) - Gly - 

Tyr - He - His - Pro - Gin - Xaa - Asn - Ser 

- He - (Cys) - (Cys)- Thr - Lys - (Cys) - His 

- Lys - Gly - Xaa - Tyr - 

Gly r Thr - Tyr - Leu - Tyr - Asn - Asp - Cys 

- Pro - Gly - Pro - Gly - Gin - Asp - Thr - 
Xaa - Xaa - Arg 
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21- 



Leu - (Cys) - Leu - Pro - Gin - He - Glu 
Asn 



26 



Gin - Asn - Thr - Val -(Cys)- Thr - Xaa - 
(His)- Ala - Gly - Phe - (Phe) - Leu - ( Arg ) 



27 



Ser - Leu - Glu - (Cys) - Thr - Lys - Leu - 
(Cys)- Leu - Pro - Gin - He - Glu - Asn 



TahpHA l: Aminos&uresequenzen der analysierten 

tryptischen Peptide von TNF-BP 
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Beispiel 2 

Analyse des C-Terminus 

Oiese Analyse wurde nach dem Pnnap der in (Hsieng et aL 1988) beschriebenen Methode durchge- 

LnrT £twa 50 ug des nach Vorversuch 2d) gereinigten Proteins wurden uber Reverse Phase HPLC emsalzt 
und dam.t we.ter gereinigt. Oazu wurden erne Bakerbond WP Ci3 Saule (Baker: 4.6 * 250 mm) und 
0 i%ige Trifluoressigsaure in Wasser (Eluens A> bzw. in Acetonitril (Buens 8) als mobile Phase verwencet. 
Die Gradientensteigerung betrug 20 bis 58% Eluens 3 in 24 min. Die Oetektion erfolgte parallel be. 2u nm 
und be. 280 nm. Oie TNF-BP enthaltende Fraktion (Retentionszeit erwa 1 3.0 mm) wurde gesammeit. 
getrocknet und in 120 ul 10 mM Natnumacetat (auf pH 4 gestellt mit i N HCI) gelost. 

Oieser Losung wurden S ul Brij 3S (10 mg;ml in Wasser) sowie 1.5 ul Carboxypeptidase P (0.1 mg.ml 
in wasser. 8oehringer Mannheim. Nr. 310142) zugesetzt. Oas emsprtcht e.nem Gew.chtsverhaltn.s Enzym 
zu Protein von i zu 400 (Frohman et al.. t988). 

Sofort nach Zusatz des Enzyms wurde e.ne Probe -on 20 til der Reaktionsmischung entnommen und 
darin die enzymatische fleaktion durcn Ansauern mit 2 ul konzentriertsr Trifluoressigsaure und durch 
Gefneren bei - 20 ' C unterbrochen. 

Oie Reaktionsm.schung wurde im Kuhtscnrank (ca. 3 C) stehengelassen und Proben zu t e 20 ul nach 
10 20 60 und 120 Minuten entnommen. Oer Best der Reaktionsm.schung wurde we.tere 1 20 M.nuten oe. 
Raumtemperatur belassen. Aite Proben wurden sofort nach der Entnahme durch Zusatz von 2 ul kon«n- 
triener Trifluoressigsaure angesauert und be. -20 "C eingefroren. wodurch die enzymatische Reakt.on 

""Ta^irj^SschrietMnen Probenansatz mit etwa 60 ug TNF-BP wurde unter ident,schen Bedingun- 
gen e.n Reagentienblindwert angesetzt. dem ke.n Protein zugesetzt worden war. r __ antr3 . nf 
Nach der letzten Probennahme wurden aile Proben 30 Minuten lang in einem Speed Vac Concentrator 
getrocknet. m.t 10 ul einer Losing aus 2 Te.len a (hand. 2 Te.len Wasser und t Teil J«™^ n < f = 
? Redry,ng solution" des Picotag-Aminosaureana.ysesystems der Fa. Waters) versetzt und nochmais ; «urz 
getrocknet. Oanach wurden die Proben zur Oerivafs.erung der vom C-Terminus 
m.t S e 20 ul des "Oenvatisafon Reagens' <7.,:t:i * Athanol : Wasser : Triithyiamm : Phenyhsoth.ocyanat. 
Picotag-System) versetzt. 20 Minuten bei Raumtemperatur stehen geiassen und dann 1 Stunde .n e.n. . 
Speed Vac Concentrator getrocknet. , ,_.„,„ 

Zur Analyse der derivat.s.erten Am.nosauren wurden die Proben in 100 ul -Sample O.iuen (Pjcoiag- 
" System der Fa.Waters) gelost. Von diesen Losung wurden ,e 50 ul m.t Reverse Phase HPLC (Saule 
mob.l« Phase und Gradient nach Ong.naiwschr.ft des Picotag-Systems der Fa.Waters, analy*art. D.e 
Chromatogramme der Proben und Reagentienbiindwerte wurden m.t dem Chromatogramm e.nes analog 
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der.vatisief-en Gem.sehes (TOO pMol/Aminosaurej von Standardaminosauren (Fa.3eckman) vergiicren. 

Wis aus den quantitativen Ergeonissen der Picoiag-Aminosaureanalyse (Tabeile 2) ers.cniiiai ist. >n- 
Asoaragm mit noner Wanrschemlicnkeit die C-terminale Aminosaure von TNF-3P. Neoen Ascaragm 
konnten nach 2*0 Minuten Reaktionszeu aucn Glutam.nsaure und in genngerer Menge isdeuctn nacngewje- 
sen werden. Sigmfikan: Liber dem Reagentienoiindwert tiegende Mengen von anderen Aminosauren konntsn 
auch -iach 2^0 Minuten Reaktionsze.t nicht gefunden werden. Oieses Ergeonis (-lle-Glu-Asn ais 
T^r.-mus) bestatict die aus der N-terminalen Sequenzierung der trypnschen Peptide 21 und 27 acgeieit^;^. 
v-^rmutung. da3 die bei diesen Peptrden C-termmal identifizierten Aminosauren - lie*Glue-Asn (Be.sctei <z) 
d=n C- Terminus vcn TNF-3P darstellen. 

Tabeile 2: 



Reaktionszeit 




integratoreinheiten fur 








die Aminosauren 




isoleucm 


Glutaminsaure 


Aspargin 


0 








10 








20 






33.304 


60 






168.250 


120 






319.470 


240 


85.537 


152.350 


416.570 



Quantitative Auswertung der Picotag-Aminosaureanalyse 
nach Reaktion von Carboxypeptidase P mit TNF-BP 



Methoden zu den Betsoieien 3 bis 7: 



in den nachfotgenden Beisp.elen wurden. sofern nicht ausdruckiich anders angegeben. molekuiaro.cio- 
gische Standardmethoden verwendet. die einschlagigen Handbuchern entnommen werden konnen br«. 
d*n von den Hersteitern empfohlenen Sedingungen entsprechen. Urn die Beschreibung der nacnfotgenden 
Se-soieie zu vere.nfachen. werden oft w.ederkenrende Methoden bzw. 8eze.chnungen kurz beschneben: 

-Sc^nert-en- Oder "Verdauen- von ONA bezieht s.ch auf die katalytische Spaltung der ONA mine* 
Restriknonsendonukleasen (Restriktionseruymen) an fur diese spez.fischen Steilen (Restr.kt.onsste.len,. 
Restnkt.onsendonukleasen s.nd kauflich erhaltlich und werden unter den von den Herstellern empfohlenen 
Sedingungen (Puffer. Rinderserum albumin (BSA) als Tragerprotein. Oithiothreit (OTT) als Ox.dat.onsscnutz, 
angasetz' Restriktionsendonukleasen werden mit einem Groflbuchstaben. meist gefolgt von Kle.nbuchsta- 
oen und normalerwe.se e.ner rom.schen Ziffer. bezeichnet. Die Suchstaben hangen von dem M.kroorgan.s- 
mus ab. aus dem die betrerfende Restnkt.onsendonuklease isoliert wurde (z.8.: Sma t: Serratia marces- 
«ns) Oblicnerweise wird etwa 1 ug ONA mit einer Oder mehreren Einheiten des Enzymsin etwa 20 u. 
Putrid sung geschninen. Normaier-e.se ",rd *ne Inkubationsdauer von i Stunde be. 37 C verwendeL 
kann aber laut den Verwendungsvorschriften des Herstellers variiert werden. Nach dem Sen ne-den -d 
mancnmal die s'Phosphatgruppe durch inkubation mit alkalischer Phosphatase aus Kaibsdarm (OP 
*r.cf»rnt O.es dient »r Verhinderung e.ner ungewunschten Reaktion der spez.f.schen Stelle .n e.ner 
nachfoigenden UgasersakWu-B. Zirkuiar.s.erung eines linearis.erten Piasmids ohne ^erung e.n s 
r *eiten ONA-Fragmentes). Wenn n.cht anders angegeben. werden ONA-Fragmente nach dem Schne.den 
mi. Restriktionsenconukteasen normalerwe.se nicht dephosphory.iert. Reaktionsbedmgunge n hir d.e inkuba 
ticn m.t alkahscher Phosphatase s.nd z.3. dem M13 Cloning und Sequence Handbuch (Con ng and 
Sequencing Handbook. Fa Amersham. Pi/i2ft83/i2) «i entnehmen.Nach der Inkubat.on ^ 
Sxtrakiion m.t Phenol und Chloroform entternt und die ONA aus der waflr.gen Phase durch Zusatz von 

Atha "°oLwg- e'ines best.mmten ONA Fragments bedeutet die Auftrennung der durch den Restn ^ on ^ e " 
*au >rn>i:enen ONA-Fragmente. z 8. auf e.nem i% Agarosege.. Nach der Elektrophorese und c m 
S.chtoarmachen der DNA ,m UV-Ucht durch Anfarben m.t Ath.diumbrom.d (EtBr, w,rd das ge^unsc. - 
Fragment anhard m.!aufgeiragener Moiekuiarge^chtsmarker lokaiisien und durch we.tere E.ektropnc 
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an OS 31 Papier (Scnleicner unc Schuil) geounden. Die ONA wtrd durch Spulen mn Niedngsaizcurfer J-2C0 
mM NaCI. 20 mM Tris pH = 7.5. I mM EDTA) gewascnen und anscniieflend mit emem Hocnsalzcurfer (t M 
NaCI. 20 mM Tris pH = 7.5. 1 mM cOTA) eluiert. Oie ONA wtrd durch Zusatz von Athanol prazipitiert. 

" Transformation" bedeutet das cinoringen von ONA in amen Organismus. so dai3 die ONA ■ion 
replizieraar ist. entweder exirachromosomal Oder chromosomal integnert. Transformation von E.coti roigt cer 
im Ml 3 Cloning and Sequencing Hancbucn (Cloning and Sequencing Handbook. Pa. Amersnam. 
Pi, 1 29 33< 1 2) angegecenen Methode. 

"Seauenzieren" emer ONA bedeutet die 3estimmung der Nukieotidseouenz. Oazu vvirci zunacnst die zu 
sequenzierende ONA mit verscniedenen Restnktionsenzymen geschmttsn. und die Fragments wercan m 
entsprechend geschnittene Mi3 mp3. mo9. mp)3 Oder mpi9 Ooppelstrang ONA emgeoracht. ocer es 
warden die ONA minels Ultrascnali fragmentiert. die Snden repariert und die groflenseiektionierten Frag- 
mente in Sma I geschnittene. dephosphorylierre Mi 3 mp8 ONA eingebracnt (Shotgun Methode). Nach der _ 
Transformation von E.COli JM 1 01 wird Einzelstrang ONA aus rekombinanten Ml 3 Phagen entsprechend 
dem Mi 3 Cloning and Sequencing manual (Clontng and Sequencing Handbook. Fa Amersnam. 
P!/129'33/12) isolierr und nach der Oidesoxymethcde (Sanger et al.. 1977) sequenziert. Als Alternative zur ; 
Verwendung des Klenowfragment der E.coti DNA Polymerase 1 bietet sich dabei die T7-0NA Polymerase * 
an ("Sequenase. Fa. United States 8iochemical Corporation). Oie Sequenzreaktionen werden entsprechend; 
dem Handbuch "Sequenase: Step-by-Step Protocols for ONA Sequencing With Sequenase* (Version 2.0) 

durchgefuhrt. , 
Sine weitere Sequen2iermethode besteht im Klonieren der zu sequenzierenden ONA in einen Vektor.. 
der unter anderem einen Replikationsursprung eines ONA-Einzeistrangphagen (Ml 3. fl) tragt (z.B. Biuescri^ 
be Oder Bluescript Ml 3 von Stratagene). Nach Transformation von E.coli JM101 mit dem rekombinanten- 
Molekut fctinnen die Transformanten mit einem Helferphagen. zB. M13K07 oder R408 von Promega) infizrert 
werden. Als Resultat erhalt man eine Mischung aus Helferphagen und verpacktem. einzelstrangigem 
rekombinanten Vektor. Oie Aufarbeitung der Sequenziervorlage (Template) erfotgt in Anaiogie zu der Mi 3 
Methode. Ooppelstrangige Plasmid-ONA wurde entsprechend dem oben angefuhrten Sequenzierhandbucn 
durcft Alkalibehandlung denaturiert und direkt sequenziert. 

Oie Auswertung der Sequen2en erfolgte minels der urspriinglich von R. Staden (Staden et al.. 1932) 
entwicketten und von Ch. Pieler (Pieler. 1987) modifizierten Computerprogramme. 

"Ugieren" bezieht sich auf den Prozefl der Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen zwei Enden 
von Ooopelstrang-ONA Fragmenten. Ublicnerweise werden zw.scnen 0.02 und 0.2 ug DNA-Fragmente m ?0 
u.1 mit etwa 5 units T4-0NA Ligase ("Ligase") in einer geeigneten Purferlbsung ligiert (Maniatis et al.. 1932). 
"Preparation" von ONA aus Transformanten bedeutet die Isolierung der Plasm.d DNA aus Saktenen m.rteis 
der alkalischen SOS Methode. modifiziert nach 8irnboim und Ooiy. unter Weglassen des Lysozyms. Oaoe. 
jg werden die Saktenen aus l .S bis 50 ml Kuitur verwendet. 

"Oligonukieotide" sind kurze Poiydesoxynukleotide. die chemisch synthetisiert werden. Oazu wurde der 
Applied Biosystems Synthesizer Modetl 38iA verwendet. Oie Oligonucleotide werden entsprechend dem 
Modell 381 A User Manual (Applied Biosystems) aufgearoeitet. Sequenzpnmer werden ohne we.tere Rein.- 
gung direkt e.ngesetzt. Andere Ofigonukleot.de werden b.s zu einer Kertentange von 70 durch d.e OPC - 
oo Methode gereinigt (OPC - OligonudeoM pur.fication column. Applied Biosystems. Product Bul.ebn. 
January 1988). Langere Oligonukleotide werden durch Polyacrylamidgelelectrophorese (6% Acryiamid 
0.15% Bisacrylamid. 6 M Harnstoff. TBE-Purfer) gereinigt und nach der Sutton aus dem Gel uber erne G-25 
Sepharosesaule entsaizt. 
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Seispiei 3 ' 

Hersteilung von TNF-BP-spezirisch'en Hybridisierungssonden 

Oie Auswahl der Oligonukleotide wurde im Hinblick auf deren Verwendung zur Amplifizierung von cONA 
minels PGR getroffen: 

a) Aus der N-termmalen Am.nosauresequenz des TNF-Bindungsproteins (Hauptsequenz. erhalten aus 
Vorversucn 3 und Betspiei l. Fraktion i) 

Aso-Ser-Val-Cys-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-lle-His-PfO-Gln- niinnnukleo- 
wurde e:n Heptapeptid-Bere.cn ausgewahit. der die n.edr.gste Komplex.tat e-nes gem.scmen 0 i gonukieo 
,,ds zum Hybndisieren an cONA zulaSt: Es s.nd dies die Ammosauren 6 bis 12. Um die Kompiex.ia aas 
Miscnoiigonukieoiids herabzusetzen. wurden v.er M.schoiigonukleotide mit e-ner Komplexitat von ie*J 



13 



£P 0 393 438 A3 



; ...t ; • • ' I - * ; . 



nerges:eilt.- Die Oligonucleotide *urden in Ricntung der mRNA hergestellt. sie 5ind scmn zum 3 Sfide der 
Seauenz onentierr und identiscn mit dem nicntkcdierenden Strang des TNF-3P-Gens: 

Gln-Gly-Lys-Tyr-Ile-His-Pro 



'0 



5'CAA GGT AAA TAT ATT CAT CC 3*TNF-BP #3/1 E3I-1639 
G G C C C 

A 



f5 



20 



5'CAA GGC AAA TAT ATT CAT CC 3 'TNF-BP #3/2 E3I-1640 
G G C C C 

A 

5 ' CAA GGA AAA TAT ATT CAT CC 3 ' TNF-BP #3/3 E3I-164I 
G G C C C 

A 



• * 

• * 



^5 



5'CAA GGG AAA TAT ATT CAT CC 3* TNF-BP #3/4 EBI-1642 
G G C C C 

A 



M b) Aus der Aminosauresequenz e.nes tryptischen Peptides (Fraktion 11 des tryptischen Verdaus) der 
Aminosauresequenz 

Glu-Cys-Glu-Ser-Gly-Ser-Phe-Thr-A!a-Ser-(GluCys)-Asn-Asn.Lys {vgl. Beispiel i ) 

wurde ein Peptid-Sereicn ausgewahit und e.n weiterer Satz von MischoligonuKleotiden symnetisierr: 



3S 



JO 



J5 



SO 



55 
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-Phe-Thr-Ala-Ser-Glu-Asn-Asn-Lys 

Cys 

TNF-BP #4/5 (£31-1653): 

3* AAA TGA CGG AGA CTC TTG TTG TT CCTAGGG 5' 
G G T T T 
T 



TNF-BP #4/6 (EBI-1654): 

3 ' AAA TGA CGG TCA CTC TTG TTG TT CCTAGGG 5 1 
G G T G T 



TNF-BP #4/7 (E3I-1657): 

3' AAA TGA CGG AGA ACA TTG TTG TT CCTAGGG 5' 
G G T T G 
T 

TNF-BP #4/3 (£31-1658): 

3 f AAA TGA CGG TCA ACA TTG TTG TT CCTAGGG 5' 
G G T G G 
T 

Die Oligonucleotide wurden kompiementar zur mflNA synthetisiert und sind somit zum 5 Ends der 
Sequenz orientiert Um das ampiifizierre ONA-Fragment im Anschlu/J an die PCR effiaent klomeren zu 
kdnnen wurde auch ein BamHI-Unker am SEnde der Oligonukleotide vorgesehen. Werden z.B. die 
Oiiqonukleot.de TNF-BP #*S-8 geme.nsam mil TNF-BP #3/1-4 fiir die PCR an der gesamten X-ONA e.ner 
Bibliothek eingesetzt kann ein etwa resultierendes ONA Fragment m.t SamHI nachgeschn.cten werden. D-e 
Partner-Oligonukleotide ergeben ein gerades Ende am s' Terminus, das Fragment kann som.t .n die Smai- 
SamHI-Stetlen eines geeigneten Vektors ktoniert werden. ^, * an „ nrt 

jedes Mischoligonukleottd TNF-BP M bis 3 ist eine Mischung aus 48 Bnzelnukleot.den und 
berucksichtigt einige Codons nicht. und zwar: 
Thr ACG 

Ala GCG und GCT 
Ser TCG und TCC 

^BrtGCT wird die Moglichkeit in Betracht gezogen. da/J das zu GCC (Ala) komplememare Triple* CGG 
durch Ausb.ldung e.ner G-T Brugke w.rksam se.n kann, bei TCG (Ser) und AAT (Asn) grit dasselbe 

ACa GCG und TCG sind auilerst seltene Codons (CG-Regel) und wurden desnalb nicht berucksicht.gt. 



Beispiel 4 

Amplifizierung einer fur TNF-BP kodieranden Teilsequenz aus einer cDNA- Bibtiothek. 
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a) isoiierunq. von \-QNA e.ner cONA Sibiiotnek 

Die Hersreliung cer cONA Sibiiotnek erfoigte nach der m der EP-Ai-0293 557 fur rjre humare 
clazentale cONA 3ibliothek beschnecenen Methods mit dem Unterscnied. dad als Ausgangsmatenai :0-' 
Fibrosarkomzeilen der Zellinie MS 9 1 3 T. die unter Stimulierung mit humanem TNF-a (I0 ng, mi) nochge- 
rJcMtet worden waren. verwendet wurden. Start \ gt 1 0 wurde v gtn verwendet (cONA Synthase: Arrers* 
ham nPN 1255: EcoRI verdaute \ gtu Arme: Promega 3iotecn: m vitro Veroacken der ligieren ON^. . 
dgaoack Plus. Stratagene). 

5 ml ces Phagenuberstandes der ampiifizierten cONA Sibttothek der humanen Ficrosarkom Zellinie* 
HS913T in \ gt 1 1 wurden mit 0.5 ug RNase A und 0.5 ng ONase l versetzt und sine Stunde bet 37 ;C 
inkubierr. Oie Mischung wurde iG mm bei SOOOxg zentrifugiert, der Oberstand durcn Extraktion mit Phenol ' 
und Chloroform von Protein befreit und die ONA aus der wassngen Phase durch Zusatz von Etnarjo'i" 
praztpitiert Oie \-ONA wurde in TE-Purfer (10 mM Tris pH = 7.5; 1 mM SOTA) geldst. 



b) PGR Amplifizierung einer TMF-3P Sequenz aus einer cONA Sibliothek * 

■ 
• 

Fur die Anwendung der PCR (Saiki et al.. 1988) auf DNA der HS913T cONA Sibiiotnek wurden 1*3" 
Einzelreaktionen durcngefuhrt. in welchen jeweils eines der 4 Mischoligonukieotide EBl-1639, E3t*t6«»0. . 
?o E8M641. EBI-1642 als erster Primer und eines der vier Mischoligonukieotide EBMSS3. 6BM654. S*3J»_ 
1657. EBMS58 als zwener Primer eingesetzt wurde. Jedes dieser Mischoligonukieotide enthalt 48 verscnie* 
dene Oligonukleotide gieicher Lange. 

Oie Amplifizierung mittels PCR fand in 50 ul Reaktionsvolumen. enmaltend 250 ng x-ONA der cONA- 
Bibltothek. 50 mM KCI. 10 mM Tris pH *8.3. 1.5 mM MgClj. 0.01% Gelatine. 0,2 mM jedes der 4 desoxy- 

25 Nukleosidtriphosphate (dATP. dGTP. dCTP. dTTP). je 200 pMol erster und zweiter Primer. 1.25 Einheiten 
Taq Polymerase (Perkin-Eimer Cetusj stan. Urn ein Verdunsten z\i verhindern. wurde die Losung mit 
einigen Tropfen Mineralol (0.1 ml) uberschichtet. Oie PCR wurde in einem ONA Thermal Cyder (Perkm 
Elmer Cetus) folgenderma/Jen durchgefiihrt: Oie Proben wurden 5 Minuten auf 94* C erhitzt. um die ONA zu 
denaturieren. und anschlieflend 40 Amplifikationszyklen unterworfen. Ein Zyklus bestand aus 40 Sekunden 

10 Inkubation bei 94* C. 2 Minuten Inkubation bei 55* C und 3 Minuten inkubation bei 72 ' C Am Ende des 
letzten Zyklus wurden die Proben fur weitere 7 Minuten bet 72 'C inkubiert, um sicnerzustellen. da;3 die 
letzte Pnmer-Veriangerung vollstandig veriauft. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wurden die Proben mit 
Phenol und Chloroform von Protein befreit und die ONA mit Athanol prazipitiert. 

5 ul ieder der 16 PCR-Proben wurden auf ein Agarosegei aufgetragen und die Lange der ampiifizierren 

?s ONA-Fragmente nach elektrochoretischer Auftrennung bestimmt. Oie starkste ONA Sande. em Fragment 
von 0 16 kb Lange. war in den PCR-Proben zu sehen. die mit dem Oligonukleotid ESI- 1 553 als erstem 
Pnmer und e.nem der Oligonukleotide EBl-1639. 681-1640. EBM64I Oder E3I-1642 als zwe.tem Pnmer 
amolifizierr worden waren. Oa die mit dem Pr.merpaar EBl-1653 und EBI-1642 amplifizierie Probe die 
grbflte Menge an diesem 0.16 kb ONA-Fragment enthielt. wurde diese Probe fur die weitere Aufarbe.tung 

■to ausgewahlt. 



Beispiel 5: 



J5 



Klonierung und Sequenzierung eines durch PCR Amplication gewonnenen ONA-Fragments 
. . - — — ~ . ,v n ■ mi .e.o cai.ifi;t jji irrtn mit BamHI n 



Das erhaitene PCR-Produkt der Primer EBI-1642 und EBl-1653 wurde mit BamHI gescnn.nsn und 
nachfolgend elektrophoretisch' in e.nem Agarosegei (1.5% Nusieve GTG Agarose plus 1% Seakem G ■ G 
50 Agarose FMC Corporation) nach der Grdfle aufgetrennt. Oie Hauptbande. ein DNA Fragment von 0.1 6 <b 
Lange wurde aus dem Gel elektroeluiert und mit Ethanoi prazip.tiert. Dieses ONA Fragment wurde m,t 
eamHl/Smal geschnmenem Plasm.d P UC18 (Pharmacia) ligiert und E. coli JMiOi mit dem Ugationsge- 
misch transform.ert. Oie nach der Min.praparationsmethode hergesteilten Piasmide wurden durch Scnne- 
den mit den Restriktionsenzymen Pvuli und EcoRI-BamHI und nachfoigender Elektrophorese .n A 9 arose ^- 
55 len charakter.s.ert. Oas Plasm.d puCiS enthalt zwe. Schnittsteilen fur Pvull. die m e.nem 0.32 <o una- 
Fragment die Polyklon.erstelte flankieren. Sehr kurze ONA-lnserts .n der Polykion.erstelie des Piasm.cs 
konnen nach Schne.den mit Pvull le.chter im Agarosegei s.chtbar gemacnt werden. da s.ch die Lang^ > um 
0 32 kb vergrdflert Ourcn Schne.den m.t EcoRI und BamHI kann das in den m.t 3amHi u nd bmj 
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geschmrtenen Plasmidvekior tigierxe ONA-Fragment inclusive emiger Basanpaare der Polyiinkersequen; 
emalten werden. cin Klon mit dem gewCnschten insert wurde als pTNF-8P3B bezeicnnet. Oas gesam'te 
QNA-insert dieses Klons wurde nach Subkionieren ernes EcoRl-SamHI Fragments m Mi3moi8 (Pharrnaoai 
nacn cer mcdifizienen Oicesoxy Methods mit Sequenase (United States Biochemical Corporation) sequen- 
cer:. 

Die Araiyse der durcn PCP-amolifizieren ONA ergab fclgende Sequenz (nur der nicht kodierence 
Strang :st abceoiidet. carreer die abgeleitete Ammosauresequenz); 

5 * 10 

Gin Gly Lys Tyr lie His Pro Gin Asn Asn Ser lie Cys 

CAG GGG AAA TAT ATT CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC 

15 20 25 

Cys Thr Lys Cys His Lys my Thr Tyr Leu Tvr Asn ASP 

TGT ACC AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAG TTG TAC AAT GAC 



20' 30 35 

py* Pro Gly Pro Gl y mn Agp Thr Asp Cys Arg Glu Cys 
TGT CCA GGC CCG GGG CAG GAT ACG GAC TGC AGG GAG TGT 



25 



JO 



-to 



40 45 50 

Glu Ser Gly Ser Phe Thr Ala Ser Glu Asn Asn Lys 

GAG AGC GGC TCC TTC AC A GCC TCA GAA AAC AAC AAG GAT CC 



Die ersten 20 und die letzten 29 Nukleotide {in Kursivschrift) entsprechen den Sequenzen der Primer- 
Oligonukieotide EBI-1642 bzw. dem Komplement von SBI-1653. Die Aminosauren 38 bis 43 bestangen d.e 
rastliche Sequenz des tryptiscnen Peptides 1 1. . 
J5 weiters enthait das minels PCR erzeugte ONA-Fragment die Sequenz des Peptides der Frakt.on 20 
des tryptiscnen Verdaus (Am.nosauren 20, bis 34. unterstrichen). Oamit ist erw.esen. da/3 der Klon pTNF- 
BP3B von einer cDNA aogeleitet wurde. die fur TNF-Bindungsprotein kodiert. 

pTNF-3P38 steilt damit e.ne Sonde. z.B. zum Durchsuchen von cONA-Bibliotheken nach TNF-BP cDNAs. 



dar. 



eeispiel 5: 



-5 isolierung von TNF-BP cONA Klonen 

Ca 720 000 Phacen der HS9V3T cONA Bibliothek in x gtii wurden auJ S.coli Y1088 (* iacUi69. 

pro::T«S. tcnA2. hsdR. suo£. supF/metS. trpfl. F-.X (pMC9» plartiert (ca. 60.000 Phage* pro U.5 cm 

Petrischale, 13-Agar: 10 g.<! Trypio'n. 5 g/l Hefeextraki. 5 g/l NaCI. 1.5% Agar. Plattieren ,n Top-Agarose: 0 
so g;i trypton. a g;l NaCI. 0.3% Agarose). Von jeder Platte warden zwei Nitrozellulosefilter-Abzuge hergestellt. 

Oie Filter wurden vorgewaschen (16 Stunden bei 65 C) in; 

50 mM Tris/HCI oH = 8.0 

t M NaCI 

1 m.M EOTA 
55 0.1 % SOS 

Die Filter wurden zwei Stunden bei 55" C prahybrioisiert in: 
3x S3C (0.9M NaCI. 0.09 M tri-Na-citraO 

5x Oenharcfs (0.1% Ficoil. 0.1% Pdyvmyloyrrolidon, 0.1% BSA ( = RinderserumaltJumm)) 
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0. i % SOS 



Herstellung der radioaktiv markienen Sonde; 



25 



JO 



pfNF-3P 33 wurde mit SamHl und EccRI doppeit gescnninen und das ca. O.tS ko insert verier:. 0.5 
-g des Inserts m 32 ul wercen bei 100'C denatunert und mit |9 50 pMol E3M542 und E31- 1 S53 d-: 
Abkuhlen auf 30 *C uber 10 Minuten und iahes Abkuhlen m Eiswasser gepnmt. Nacn Zusarz von 
10 it. l a-- : P-dCTP (10O uCi, 3.7 MBd) 
iq 5 ul !0x Priming Puffer (0.1 M TrisvHCI pH =3.0. 50 mM MgCij) I 1 

2 ul je tmm dATP, dGTP. dTTP 

, u \ pqhk (Klenow Fragment der E.caii ONA Polymerase I. 5 Einheiten) ^ I 

wurde 90 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Hitzemaktivierung (10 Minuten auf 70 C) erfolgte'^ 
das Abtrennen der mcnteingebauten Radioaktivitat durch Chromatographic uber Siogei P6DG (3iorad) m 7= 
rs Puffer (10 mM Tris-HCI pH=3. I mM EOTA). Eingebaut wurden 65x10* cpm. I- 
Oas Hybridisieren der Filter eriolgte in einem Gesamtvolumen von 30 ml 6xSSC5X Oenhardt's-G.i % SOS,, 
plus hitzedenaturierter Hybridisiersonde wahrend 16 Stunden bei 65 C. 

Oie Fitter wurden zweimal 30 Minuten bei Raumtemperatur in 6xSSC0.0i% SOS und einmal 45 Minuten . 
bei Raumtemperatur in 2xSSC0.0i% SOS und dreimat 30 Minuten bei 65* C in 2xSSG0.0i% SOS § 
30 gewaschen. Die Fitter wurden luftgetrocknet und anschlieflend an Amersham Hyperfilm 16 Stunden uncer ; 
Verwendung einer Verstarkertoiie bei -70 "C exponiert. insgesamt wurden 30 hybridisierende Plaques- 
identifiziert (x-TNF-BP *t-30). _ '* 

Oie Regionen mit den hybridisierenden Plagues wurden mdglichst praise ausgestochen. und die Ph'agen 
m 300 ul SM Puffer plus 30 tit Chloroform elurert. - 

Durch "Ptaquereinigung* (Plattieren von ca. 200 Phagen pro 9 cm Petrischale beim zweiten Durchgang. 
bzvy. ca. 20 Phagen pro 9 cm Petrischale beim dritten Ourchgang. Fiiterabzuge doppeit. Varbereiten. 
Hybridisieren und Waschen wie beim erstmaligen Ourchsuchen bescnrieben) wurden letztlicn 25 hybridisie- 
rende Phagen vereinzelt (X-TNF-SP ¥1-10.1 2-24. 29.30). 



Oarstellung der rekombinanten x-ONA von den Klonen >v-TNF-BP *i3. 15. 23. 30: 

2xi0* Phagen wurden auf E.coii Y1083 in Topagarose (10 gl Trypton. B g.i NaCl. 0.3% Agarose) 
plattiert {14 5 cm Petrischale mit LS-Agarose (1.5% Agarose. 0.2% Glucose. 10 mM MgSOi. 10 gi Trypton. 
5 g/l Hefeextrakt 5 g/l NaCI) und 6 Stunden bei 37* C inkubiert. Nach Abkuhlen der Planen (30 M.nuten be. 
4" C) wurde mit 10 ml X-Oiluent (10 mM Tris-HO pH*8.0, 10 mM MgCl,. O.t mM EOTA) uberscmcntet und 
16 Stunden bei 4' C etu.ert. Der Uberstand wurde in IS ml Corex Rdhrchen transferiert und i0 M.nuten oe. 
15000 rpm und 4*C zentrifugiert (Beckman J2-21 Zentrifuge. JA20 Rotor). Der Uberstand wurde m 10 mi 
Polycarbonat-Rohrchen dekantiert und be. 50000 rpm. 20* C bis «*t-3xi0' a zemr.fugiert (Beckman L3-/0 
50 Ti Rotor) Oas Pellet wurde in 0.5 ml x-Oiluem resuspenoiert und in Eppendorf Rohrchen (1.4 m\) 
transferiert. Nach Zusatz von S ug RNase A und 0.5 ug ONasel und inkubation be. 37 C wahrend 30 
Minuten und Zusatz von 25 ul 0.5 M EOTA. 12.5 ul 1 M Tris,HCI pH -8.0. 6.5 ul 20% SOS erfolgte we.tere 
inkubation bei 70 ' C fur 30 Minuten. Oie x-ONA wurde durch Phenol/Chloroform Extraktion gerem.gt und m.t 
Ethanol gefallt. Abschlieflend wurde die ONA in 100 ul TE-Puffer gelost. 



Beispiel 7: 

J 

i 

so Subklon.erung und Sequenzierung von TNF-8P cONA Klonen 15 und 23 

Um die cONAs der Klone XTNF-BP15 und VTNF-BP23. die bei der Hybridisierung die starksten Signaie 
gezeigt harten. naher zu charaktens.eren. wurden die cONA-lnserts mit EcoR. aus 
schn.tten. nach elektrcphoret.scher Auftrennung aus e.nem Agarosegel e.uiert unc I m« Athanoi 
55 Oia ONA-Fragmente von . 3 kb (von ,TNF-BPl5) und l.l kb (von XTNF-BP23) ™ C ~f 

ceschn.ttenem und mit alkalischer Phosphatase aus Kalbsdarm dephosphoryiiertem Plasm.dve tor 0 T7 T3- 
% Bethesda Research Laboratories) m,r T4 ONA Ugase .ig.en und c,ol, ^^T^^ 
e.nzelnen Sakterienkolon.en. oie nach Selekt.on auf Agaroseptatten mit Ampicill.n und x-^ai «.n- oiaj- 
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rarcung auf^iesen. *urde im Mimpraoarationsverfahren P!asmid*ONA hergestellt und durcn Scnneicerr.Tiit 
EcoRI und Hinaill das Vomandensem und die Onentierung des cONA inserts fesrgestedt. P'asmide. die das 
EcoRI insert der Phagen \TNF-3Pi5 dzw. V7NF-3P23 so orientiert enthielten. dad cas dem 5 -Ence der 
mRNA amsprecnende Er.de dem T7 Promoter zugewand* is*, wurden pTNF-3Pi5 ozw. pTNF-3P23 
5 denannt. Ore EcoRI inserts von \TNF-3Pi5 und XTNF-8P23 * u rden ecenfalls m mu EcoRI gescnmrtenen 
und depnospnorylterten Mi3mpi9 Vektor ligiert und c.ccli JMtOi transformiert. Von emtgen wamlcs 
ausgewahlten Ml 3 Klonen wurde Einzelstrang-DNA prapanert und als Vcrlage fur die Sequenzierung nacn 
dec Oidesaxy-Methode ver*endet. 

An Mi3 Klonen. die dse cONA-lnseas in entgegengesetzrer Grientierung enthielten. wurden mit dem 
to universellen Sequenzierpnmer und spezifisch synthetisierten Oliganukleotidprimern. die an das cONA-insert 
binden. beide ONA-Strange vollstandig seouenziert 

Oie vollstandige Nukleotiosequenz von 1334 Sasen des cONA-lnserts von XTNF-3P15 bzw. pTNF-3Pi5 
ist in Fig.l dargesteilt. Oie Basen 1-5 und 1323-1334 entsprechen den EcoRl-Lmfcern. die bei der 
Herstellung der cDNA-Bibliothek an die cONA angefugt warden *aren. Die Nukleotidsequenz des cONA- 
15 Insens von \TNF-3P23 entspncht der von \TNF-8PiS (Basen 22-1 100). flankiert von EcoRl-Unkern. 

Oer Klon \TNF-8P30 wurde ebenfalls untersucht; seine Sequenz entspncht \TNF-8P15 mit dem 
Unterschied. da/3 die Sequenz eine Deletion von 74 bp (Nukleotid 764 bis 337) aufweist. 

20 Beispiel 3 

Konstruktion der Expressionsplasmide pAO-CMVl und pAO-CMV2 

25 Aus Teilen der Expressionspfasmide pCOM3 (Seed und Aruffo. 1987. Seed. 1987: Invitrogen). 
pSV2gptOHFR20 (EP-A1 0321 342) und dem Plasmid Bluescript SK * {Short et al.. t988: Stratagene) 
wurde ein neues P'asmid konstruiert. das eine Multiklonierstelie fur die gerichtete Insertion heterologer 
QNA-Sequenzen aufweist und sich in g.coli mittels Ampiciliinresisten* mit hoher Kopienzani vermehren laflt. 
Die intergenische Region von Ml 3 ermdglicht die Herstellung einzetstrangiger Plasmid-ONA mittels 

30 Superinfektion der transformierten Bakterien mit einem Helferphagen (z.B. R408 Oder M13K07) zur erieich- 
terten Sequenzierung und Mutagenese der Ptasmid-ONA. Oer T7 Promoter, der der Multikloniersteile 
vorangeht. ermdglicht die Herstellung von RNA Transkripten in vitro. In Saugetierzetlen erfclgt die Expres- 
sion heterologer Gene getriecen vom Cytomegalovirus (CMV) Promoter/Enhancer (Boshartet al.. 1985). Oer 
SV40 Replikattonsursprung ermdglicht in geeigneten Zellinien (z.3. SV40 trans form ierte Zellen wie COS-7. 

j 5 Adenovirus transform.erte Zellinie 293 (ATCC CRL1573) die autonome Replikation des Expressionspiasm.- 
des zu hohen Kooienzahien und damtt hone Raten in transienter Expression. Fur die Hersteflung permanent 
transfcrmierter Zellinien und die nacnfoigende Amplication der Expressionskassette mittels Methotrexat 
diem ein modifiziertss Hamster-Minigen (Promoter mit kodierendem Bereich und dem ersten Intron) fur 
Dihydrofolatreduktase (OHFR) als Seiektionsmarker. 
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a) Herstellung der Vektor- und Promoterantede durch PCR 

Oas Plasmid Bluescript SK> wurde mit Hindlll linearisiert und 5 ng ONA in einem 100 ul PCR Ansatz 
e.ngesetzt (fleaktionspurfer: 50 mM KG. 10 mM Tris-Cl pH»8.3. i.S mM MgCla. 0.01% (w,v) Gelat.ne. 0.2 
mM der vier Oesoxynukleotidtrtphospnate (dATP, dGTP. dCTP. dTTP). 2.5 Einheiten Tag Polymerase pro 
100 Lit). Als Primer warden *je 50 pmol der synthetiscnen Oiigonukleotide 681-1/86 (5 - 
GGAATTCAGCCTGAATGGCGAATGGG-3': bmdet knapp autferhaib von M13 ori-Region .n Bluescript Pos. 
475 unabhang.g von M13 on-Orient.erung) und £31-1729 (S^CCTCGAGCGTTGCTGGCGTTTTTCC-3 . 
b.ndet an Bluescript an Pos. 1195 vor ori. entspncht dem Anfang der Bluescript- Sequenz in pCDMB. o 
Basen s'ergeben Xhoi) eingesetzt. Nach 5 Minuten Denaturieren bei 94 C erfolgte die PCR uber 20 Zyklen 
(40 sec bei 94 *C. 45 sec bei 55 * C. 5 Min be. 72 'C. Perkin Eimer Cetus Thermal Cycler). D.e 
Otigonukleot.de flankieren die intergenische Region von Ml 3 bzw. den replikattonsursprung (on) m.t dem 
dazwischeniiegenden Gen fur die j-Uctamase. Gle.chze.tig w.rd am Ende des Repiikationsursprungj a.ne 
Xhoi- und am anderen Ende e.ne EcoRI-Schn.rtsteiie erzeugt. Oas Reakticnsgem.sch wurde durch cxtrak- 
tion mtt Phenol-Chloroform von Prote.n befre.t und die ONA mit Eihanoi prazipmert. O.e erhaltene ONA 
wurde mit Xhoi und EcoRl geschn.rten und nach Elektrophorese ,n e.n^m Agarosegel e.n Fragment mu 2.3 



ko isoiiert. 
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5 ng ".Tiit Sacll lineansiertes Plasmid pC0M8 wurden mit den Qligonukleotiden E 3 1 - 1 7 3-3 i5 - 
GGTCGACATTGATTATTGACTAG-3': omelet an CMV-Promotorregion (Pos. i S-*2> von pCDMS. entscr:cr: 
Pes. i m pAO-CMV. Sall-Stetie fur Klomerung) und E3M73-* (5 -GGAATTCCCTAGGAATACAGCGG-3 
omaet an Polyoma origin von 3 SV40 polyA-Region m pCOM8 (Pes. 3590)) unter identischen Secmgungen 
5 wie fur Sluescnpt SK* beschrieoen, durch PCR amplifi2iert. Oie OUgonukleotide bmden am Begmn car 
CMV-Promoter Enhancer-Sequenz und erzeugen erne Sail Scnmnsteiie (E3I-1733) b2w. bmden am Ence 
der SV-iO poly-Adenylierungsteile und erzeugen eine EcoRl Schmrtsteiie (£31- 1 73-*). Oas PCR-Prccukt" 
wurce mit Sail und EcoRl geschnitten una em QNA Fragment von 1.3 kb aus emem Agarosegei 'soiiert. 

Oie beiden PCFt Produce wurden mit T4. ONA-ligase ligiert. mit dem erhaltenen Ligationsprcdukt E.coli, 
•o HBlOl transformiert und nach Standaramethoden Ptasmid-QNA amptifUiert und prapanert. Oas Piasmic! derj 
gewunschten Bescharfenheit (siehe Fig. 3) wurde pCMV-Mi3 benannt. 

Oer SV40 flepiikationsursorung (SV40 on) wurde aus dem Plasmid pSV2gptDHFR20 (EP-Ai 032i3-i2£ 
isoiiert. Oazu wurde dieses Plasmid mit Hindlll und Pvull doppelt geschnitten und die ONA-Enden durch 
nacnfolgende Behandlung mit dem groflen Fragment der E.coli ONA Polymerase (Klenow Enzym) in 
, 5 Gegenwart der vier Oesoxynukleotidtriphosphate stumpf gemacht. Ein dabei erhaltenes 0.36 kb ON* 
Fragment wurde aus einem Agarosegei isoiiert und in mit Ecpfll lineansiertem pCMV-Mi3 ligiert. Ein nach* 
Transformation von E.coli HBlQt erhaltenes Plasmid mit dem SV40 ori in gleicher Orientierung wie das ?•„ 
Lactamase Gen und dem CMV-Promoter wurde pCMV-SV-io benannt. Oie Konstruktion dieses Plasmids ■ sc 
in Fig. 3 dargesteiit. ♦ 
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b) Mutagenese des OHFR-Gens - 

Zur Herstellung ernes Expressionsplasmids mit einer vietseitigen Multiklonierstelle wurden aus dem 
is QHFR Minigen durch gerichtete Mutagenese zwei und durch Oeletion drei Restrikticnsenzymschnittsteiien 
entfernt. Oazu wurde aus dem Plasmid pSV2gptOHFR20 ein 1.7 kb 3giil Fragment, das die gesamte 
kodierende Region des Hamster OHFR-Gens enthalt. in die Sglll Stelle des Plasmids pUC2t9 (IBI) kfon.ert 
und das Plasmid pUCDHFR erhalten. Mit pUCOHFR transformierte E.coli JM109 (Stratagene) Zeilen burden 
mit etwa 40-fachem Uberschutf des Heiferphagen R408 (Stratagene) inftziert und IS Stunden cei 3~ C m 
jo L3-Medium gescnuttelt. Aus dem Bakterienuberstand wurde ainzelstrangige Plasmid-DNA isoiiert. 

Die gerichtete Mutagenese erfofgte in zwei aufeinanderfolgenden Schritten, wobei das in vitro Mutage- 
nese System RPN1523 (Amersham) verwendet wurde. Die am 3eginn von Exon 2 befindtiche EcoRi Stelle 
wurde durch Austausch emer Base von GAATTC zu GAGTTC zerstdrt Oieser Basenaustausch fuhrt zu 
keiner Anderung der kodierten Aminosauresequen2 und emspricht au/Ierdem der Nukleotidsequenz im 
;s naturlichen murinen OHFR-Gen (McGrogan et al.. !985. Mitchell et al.. 1986). Fur die Mutagenese wurde 
ein Oligonukleotid (Antisense-Orientierung) der Sequenz 5 •GTACTTGAACTCGTTCCTG-3^ (ESf-i 75 1 ) ver- 
wendet. Ein Plasmid mit der gewunschten Mutation wurde. wie oben beschneben. als Einzelstrang-ONA 
prapariert und die im ersten Intron befindliche Pstl Stelle durcn Mutagenese mit dem Oligonukleotid £31- 
1357 (Antisense Orientierung. 5 -GGCAAGGGCAGCAGCCGG-3 ) von CTGCAG in CTGCTG entfernt. Die 
jo Mutationen wurden durch Sequenzierung bestatigt und da ernaltene Plasmid pUCOHFR-Mut2 benannt. 

Aus dem Plasmid pUC0HFR-Mut2 wurde das 1.7 kb Sglll Fragment isoiiert und in mit Sglll und BamHI 
doppelt geschnittenes Plasmid pSV2gptOHFR20 ligiert. Nach Transformation von E.coli. Amplication und 
ONA-lsoiierung wurde ein Plasmid der gewunschten Bescharfenheit erhalten, das als P SV2gptOHFR-Mut2 
bezeichnet wurde. Ourch Schneiden mit BamHI wurde in der 3'-nicht-kodie'enden Region des OHFR Gens 
js ein auf die Sglll Stelle foigendes 0.12 kb ONA-Fragment entfernt. das auderdem noch erne Kpnl Schnittstai- 
le enthalt. Ourcrt Verknupfen per mit Sglll und BamHI entstandenen uberhangenden ONA-Enden wurden 
auch die Erkennungssequenzea fur diese beiden Enzyme zerstort. 

Oas Plasmid pCMV-SVA0,Wde mit EcoRl und Sam HI doppelt geschnitten. die ONA-Enden nacntoi- 
gend mit Klenow-Enzym stumpf gemacht. Oie ONA wurde durch Extraktion mit Phenol-Chloroform und 
Ethanolfallung gereinigt. anschlieflend durch Inkubation mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert und 
die *A kb lange Vektor ONA aus einem Agarosegei isoiiert. 

Oas Plasmid P SV2gptOHFR-Mut2 (Fig.4) wurde mit EcoRl und Pstl doppelt geschnitten und die ONA- 
Enden durch 20 Minuten inkubation bei n'C mit 5 Einheiten T4 DNA-Polymerase (50 mM Tr.s- hCi 
pH=8 0. 5 mM MgClj. 5 mM Oith.othreit. O.t mM jedes der vier Oesoxynukleotidtriphosphate. 50 ug^mi 
fi.nderserumalbumin) stumpf gemacht. Oas 2A kb lange ONA-Fragment m.t dem mut.erren OHFR-oen 
wurde aus e.nem Agarosegei -soiiert und mit dem wie oben beschneben prapanerten pCMV-SViO ..giert 
Ein nach Transformation von E.coli erhaltenes Ptasmtd. das das OHFR-Gen in der selben Onenuerung w.e 
den CMV-Promoter enthteit. wurde pCMV-SV4QOHFR benannt. 
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Im letz'en Schrtrt '*urde das 0.4ko "Stu"er"-rragment nacn dem CMV-Prcmcter, das nocn aus .dam 
Ausgangsplasmid oCOMS stammte. gegen erne Multiklonierstelle ausgetauscht. Oa^u wurde das P'asmid 
oCMV-SV400HFR mit Hindlll und Xbal dcppelt gescnmnen und der Vektorameil aus einem Agarcsegei 
isoiiert. Qie Multiklonierstelle. gsmldet aus den beiden Qiigonukieotiden E3I- 1 323 (5 - 
AGCTTCTGCAGGTCGACATCGATGGATCCGGTACCTCGAGCGGCCGCGAATTCT-3) und S3M329 (5 - 
CTAGAGAATTCGCGGCCGC7CGAGGTACCGGATCCATCGATGTCGACCTGCAGA-3'). entnalt mklusive car 
f : 'Jr die Kicnierung m Hindlll - Xbal kcmpatibien Enden Restriktionsscnmnsteilen fur die Enzyme Pstl. Sail. 
C:al. 5arr,Ht. Kent. Xhol. Noel und ScoRl. 

Ja I ng der beiden Qiigonukleotide <vurden in 20 ll( Reaktianspuffer (70 mM Tris-Ci pH a 7.6. 10 mM 
MgClj. 5 rr.M Oichiothreit. O.l <nM ATP) mit 5 Einneiten 74 Poiynukleotidkmase erne Stunde bei 37" C 
inkubiert. urn die 5 -Enden zu pnosphorylieren. Die Reaktipn wurda durcn to mmutiges crhitzen aui 70 C 
gestoopt unci die komplememaren Oligonukleotide miteinander hybridisiert. indem die Probe weitsre 10 
Minuter, iei 55 * C inkubiert und anschlieflend langsam auf Raumtemperatur abgekijhlt wurde. 4 <ii der 
hybridisierten Qiigonukleotide (100 ng) wurden mit etwa 100 ng Plasmidvektor ligiert und c.coii HBiQi 
*rans;crmiert. tin Plasmid. das sich mtt den Enzymen der Multiklonierstelle (ausgenommen Notl) lineansie- 
ren liesJ. wurde pAD-CMVt benannt. Vpn vielen getesteten Klonen konnte keiner idemifiziert werden. dessen 
Plasmid sidh mit Not! schneiden liefl. Oie Sequenzterung zeigte immer die Oeletipn von smigen 3asen 
innerhalb der Notl Erkennungssequenz. 

in gleicher Weise wurde mit dem Oligonukleotidpaar E3M820 (5 ■ 
AGCTCTAGAGAATTCGCGGCCGCTCGAGGTACCGGATCCATCGATGTCGACCTGCAGAAGCTTG-3') und 
£3l.t82t . (5 -CTAGCAAGCT 

TCTGCAGGTCGACATCGATGGATCCGGTACCTCGAGCGGCCGCGAATTCTCTAG-3') das Expressions* 
plasmid pA0-CMV2 hergestellt. das die Restnktionsschnittstellen innerhalb der Multiklonierstelle in umge- 
kehrter Rethenfolge emnalt. Oabei wurde das Plasmid pAD-CMV2 erhalten. das sich mit samtlichen 
Restriktionsenr/men. emschliefllich Notl. linearisieren liefl. 

Oie Nukleotidsequenz des 54 U bp groflen Plasmids pAO-CMVl (Fig. 5) ist zur Ganze in Fig. 6 
dargestellt. 

Oie Abscnnitte auf dem Plasmid (angegeoen in der Numerierung der Sasen) entscrechen fefgenden 
Sequenzsn: 

t- 21 EBI-1733. Beginn CMV Enhancer * Promotor {aus COM3) 
632-549 T7 Promotor 

653-713 Muitiklonierstelle (Hindlll bis Xbal aus EBM323. EBM829) 
7U-U12 SV4Q intron und pciy-Adenylierungsstelle (aus C0M8) 

1413-2310 s'nicht kodierende Region und Promotor des Hamster OHFR Gen (aus pSV2gptOHFR20) 

23M -2396 Hamster OHFR; Exon 1 

25i5 A :u T Mutation zerstbrt Pstl Stella m OHFR Intron I 

270 1-3 173 OHFR gxons 2-5 (kodierende Region) 

2707 A zu G Mutation zerstdrt EcoRl Steile 

3272*3273 Deletion zwischsn Bgill und BamHl in OHFR 3 nicht kodierender Region 

3331 Ende OHFR Gen (aus pSV2gptOHFR20) 

3332-4 153 SV40 ori (aus pSV2gptOHFR20) 

4 1 70-4348 M 1 3 ori (aus pBtuescript SK * ) 

4780-S54G ^-Lactamase (kodierende Region) 

5395-5414 E3M729. Ende tier o3!uescrtpc Vektorsequenz 

Cie Herstellung der Plasmide pAD*CMVi u nd pAC-CMV2 ist in Fig. 5 dargestellt. 
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Konstruktion des Plasmids pA0TiNF-3P fur die Expression der loslichen Form von TNF-SP 

Um auf direktem Weg die sekretierta Form von TNF-BP herzustellen, «urde in der fur einen Te.l des 
TNF-Rezeptors kodierendsn cONA (vgt.3e.sp.el 7; im folgenden als TNF-R cONA beze.cnnet) nacn dem 
Codon der C-term.r.alen Am.nosaure des naturlichen TNF-3P (AAT. Asn-i72: entspricht Pos.201 .n F.g.9) 
em Transiationssiopcodon eingeriihrt. Oadurch wi.d die Proteinsynthese an dieser Steile abgeorochen und 
ermegticht. TNF-8P direkt in den Zefiuberstana zu sekretieren. ohne erne nachfolgende. mdglicnerweise 
gescnwmdigKeits&estimmende Peaktion einer proteolytischen Abspaitung in C-termmaler Richtung getege- 
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r.er Abscnmrs des TNF-Rezeotors durcriaufen zu mijssen. 

Gleicnzemg mit der EinrChrung des Stoocodcns mirtels PCFt wurde die 5 -ntcnt kcdierence Region der 
TNF-R cONA veryOrn. urn das Translation sstartcodon eines weiteren orfenen Leseranmens (3asen '2-203 
m Fig. 9). clef sich 5 vcn dem des 7NF-R cerindet. :u enrfarnen. und am 5 -bzv*. 3 -zr.ce der cONA eme 

5 3am HI bzw. Ecoflt Scnnittstslle eingeruhrt. 

1 00 ng mit Xmni lirieansienes Plasmid pTNF-3Pi5 (vgl. Setsciel wurden mn je 50 omol der 
Qligcnuklectide E3M936 (Sense. a'-CAGGATCCGAGTCTCAACCCTCAACO') und = 31-1929 {Antisense. 5 - 
GGGAAT7CCTTATCAATTCTCAATCTGGGGTAGGCACAACTTC-3": Einruhrung zweier Stco-Codons ur-d., 
emer EcoRI Stellei m -mem 1 00 iii ?CR-Ansatz uber 10 Zyklen ampiifizien. Oie Zykluscedingungen war en 

:a iQ Sekunden cei 94' C. 45 Sekuncen bei 55 *C und 5 Minuten bei 72 'C. Nacn dem letsten Zyklus wurdV 
fur weitere 7 Minuten bei 72 'C inkubiert und die Reaktion durch Extraktion mit Phenol-Chloroform gestcpot. 
Die ONA wurde mtt Ethanol prazipitiert und anschlieflend mit 3amHl und EcpRI doppeit geschnttten. Qas 
entstandene 0.75 kb ONA Fragment wurde aus einem Agarosegel isoiiert und in mit 3amHI und Ecop, 
doppeit geschmttenes Plasmid pT7'T3a-i9 (BRL) kloniert. Eines der erhaltenen Plasmide, von cerrj/ 

rs aufgrund der Sequenzierung des gesamten Inserts festgestellt worden war. daiJ es die gewunscnte Sequent I 
aurw.es. wurde p7NF-3P benannt. 

pTNF-8P wurde mit SamHl und EcaRI geschnitten und das 0.75 kb ONA Insert in das mit SamHl und 
EcoRI geschmttene Expressionspiasmid pAD-CMVt kloniert. Ein erhaltenes Ptasmid der gewunscr.tpfl-- 
Zusammensetzung wurde p A07NF-3P benannt (Fig. 7A). 
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25 Konstruktion des Plasmides pAOB7NF-BP fur die Expression der loslichen Form von 7NF-BP 

Fur eine weitere Variante eines Expressionsplasmides fur die Produktion von sekretiertem TNF-3P 
wurde die s'-n.cht kodierence Region der TNF-R cONA gegen die s'-nicht kodierende Reg.on der numanen 
d-Gtobm mRNA ausgetauscnt. Oer Grund dafur war die FeststeHung. dafl die Nukleotidsequenz unm.rtelbar 
vor dem Translationsstartcodon der 7NF-R Sequenz deutlich von der fur eftiziente Expression eukaryou- 
scher Gene gefundenen Konsensussequenz (Kozak.1987) abweicnt. wogegen die 5 -nicnt kod.erenoe 
Region der J-GIobin mRNA sehr gut mit dieser Konsensussequenz ubereinsnmmt (Lawn et ai.. i960). 
M j neis des Otigonukleotids EBl-2452 (5 • 

CACAG7CGACTTACA7TTGCTTCTGACACAAC7GTGTTCACTAGCAACCTCAAACAGACACCATGGGCC7C- 

7CCACCG7GC-3 ) das nach etner Sail Restriktionsschnittstelle die authenttsche 5 -nicht kodierende Se- 
quenz -ntsprechend der humanen j-Gicb.n mRNA-Sequenz. gefolgt von 20 Basen der kodierenden Reg:cn 
von TNF-3P enth.eit. wurde in e.ner PCR die TNF-R Sequenz modifiziert. 100 ng m.t EcoRI i.neanaertes 
Plasmid pTNF-BP wurden in t00 nl Reaktionsansatz mit ,e 50 pmol der Oligonukieotide EBl-2452 und E3J- 
1922 (Antisense 5 -GAGGCTGCAATTGAAGC-3 ;bmdet an die huTNF-R Sequenz bet Pos. 656) m 20 PCR- 
Zyklen (40 sec be. 94 'C 45 sec be. 55' C. 90 sec bei 72 *C) ampiifizien. Nach Rem.gung des PCR- 
Produktes durch Extraktion mit Phenol-Chloroform und Ethanoltillung wurde die ONA mit Sail und Bgin 
doppeit geschnitten und das entstandene 0.5 \ kb ONA Fragment aus einem Agarosegel .soi.ert Der 
entsprechende Tail der TNF-R Sequenz wurde aus dem Plasmid pTNF-BP durch Schne.den m.t Sail und 
Sam entfernt der 3.t kb lange Ptasm.dte-l aus e.nem Agarosegel isoiiert und m,t dem 0.51 kb langen poh- 
Produkt ligiert Nach 7ransformation von E.coli wurden sieben der erhaltenen Plasm.de sequenz.ert. Ernes 
dieser Plasmide enthielt genau die gewunscnte Sequenz. Dieses Plasmid wurde pBTNF-SP benannt. 

Oas gesamte Sail - EcoRI insert v 0 n pBTNF-BP wurde in das ebenso geschn.ttene E*pressionsplasm,d 
pAO-CMVl kloniert und das ertfaltene Piasm.d pADBTNF-BP benannt (Fig.7B). 
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isolierung von Ratten TNF-R cONA Kionen 

Zunachst wurde e-ne Rattenn.rn-cONA anaiog der HS913T cONA B.bliothek (vgl. 3e.sp.ei 4) aus der 
Rarten Glia Tumor Zeliin.e Co (ATCC Nr. CCL;07| in x-gti 1 hergesteilt. 

600.000 Phagen der Rattenh.rn cONA 8-bl.othek .n x-gtl i wurden. -m 9 in Be-sp-ei 6 bescnr.eb.n. ..urc 
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HybriCisierung-gescrsem. A!s Sonde wurde das gsremigte EcoRl Insert von oTNF-3P30 (vgl.3eissiei.-5f 
vsrwendet. Erwa 100 ng CNA wurden mit l iig Random Hexamer Primer anstan der speafiscnan 
Oligonucleotide, wre in 3eiSCiel 5 bescnnecen. mtt [a-- : PldCTP radicaktiv markiert Eingedaut tureen 
25<iO' ccm. Die Hybndisierung der Filter erfolgte unter gl&chen Bedingungen wie m Setsoiel 5. Oie Fitter 
wurden -weimal 30 Minuten bet Raumtemceratur in 2xSSC 0. i% SOS und dreima! 30 Minuten Dei 55 ' C in 
2x5500.1 a '»SOS und 2weimal 30 Minutan cei 65 ' C in 0,5xS5C-0.S"«SOS gewascnen. Die luftgetrcckneten 
Filter wurden anschheilend an Kodak XAR Rdntgenfiim lo Stunden unter Verwencung emer Vers:arker:ciie 
.bei -70 - C exponiert. insgesamt wurden 10 hybridiSierende Plaques identifiziert und durch Plaqueremigung 
vereinzelt. Nach dreimaiiger Piaauereimgung wurden scnliedlich dret x-Kiane (X-raTNF-R *3. 4. 3) vereinzeit 
und die Phagen ONA. wie beschneben. cargestellt. 

Die lange der cONA Inserts wurde nach Schneiden der x-ONA mit EcoRl und Auftrennung m emem 
Agarosegel mit 2.2 kb fur die Klone raTNF-R3 und raTNF-R8 und 2.1 kb fur K!on raTNF-fl4 bescimmt. Die 
EcoRl inserts der Kione xraTNF-R3 und 3 wurden in ebenso geschn.rtenen Mi3mpi9 kloniert und die DMA 
Sequenz mit universelien Sequenzierprimern und spezifisch synthetisierten Oligonukleottdprimern bestimmt. 

Oie voilstandige Nukleotidsequenz von raTNF-R8 1st in Fig. 3 dargestellt. Oie ersten und letzten siecen 
Sasen entsprechen den EcoRl-Unkern. die bet der Hersteilung der cONA-3ibliothek angefugt worden waren. 
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isolierung eines Klons. enthaltend die voilstandige fur den humanen TNF-Rezeptor kodierende cONA 

Oie voilstandige cONA des Ratten TNF-R erieichterte die Suche nach dem noch fehienden 3 -Tail der 

35 humanen TNF-R cONA. 

Ats Sonde fur die Hybridisierung wurde das 0.4 kb lange PCR-Produkt der Primer EBl-23io (5 - 
ATTCGTGCGGCGCCTAG-3": bindet an TNF-R mit 2.Base von EcoRl. an der TNF-R cONA abbnent) und 
EBI-2467 (5 -GTCGGTAGCACCAAGGA-3 ; bindet ca. 400 Basen vor poly-A an cONA-Klon. entspricht Pqs. 
"775 in raTNF-R) mit xraTNF-R8 als Vorlage eingesetzt. Dieses ONA Fragment entspricht der Region der 

jo Rarten TNF-R cONA. von der angenommen wurde. daiJ sie der. wefche der internen EcoRl SteUe im 
humanen TNF-R folgt. entspricht. 

2.5x10* cpm der raTNF-R Sonde wurden eingesetzt. um 600.000 Plaques der HS913T cONA-B.bhothek 
zu hybridtsieren. Oie Hybridisierbedingungen entsprachen den m Seispiel 6 angegebenen. Oie Filter wurden 
zweimal 30 Minuten bei Raumtemperatur in 2xSSGQ.t%SDS und zweimal 30 Minuten bei 55 C .n 

js 2xSSC0.i%SOS gewaschen. an der Lurt getrocknet und an Kodak XAR Rontgenfilm unter Verwendung 
einer V*rstarkerfoiie 3 Tage bei -70* C exponiert. Sechs positive Plaques wurden identifiziert. m zwei 
weiteren Runden Plaques gereinigt und \-ONA dargestellt (x-TNF-R *2. 5. 6. 8. 11. 12). Nach Schne.den 
der x-ONA mit EcoRl wiesen alie Klone eine ONA Bande mtt erwa 0.3 kb Lange auf. XTNF-R2 und 1 1 
enth.elten zusatzlich e.n EcoRl Fragment mit t.3 kb. Oie beiden EcoRl inserts aus XTNF-R2 wurden .n die 

-a EcoRl Stella von Plasmid pUC2l3 (IBI) subkioniert und anschlieflend sequenziert. Oie Sequenz des 1.3 kp 
E"Ofll Fragments entsprach der von cONA Klon pTNF-8PlS. das 0.8 kb EcoRl Fragment entspricht dam 3 - 
Abschnitt der TNF-R mRNA und emhSIt vor der EcoRI-Linker Sequenz einen poiy-A Schwanz m.t lo A 
Resten. XTNF-R2 enthalt demnach die voilstandige kodierende Region des humanen TNF-R. dargestellt m 
Fig.9. 



Seisoiel 13 

/ 

so Konstruktion der Piasmide pADTNF-R und pAOBTNF-R fur die Expression des gesamten humanen TNF- 
Rezeptors 

Zunachst wurde ahniich w,e im Beisp.el 9 fur pTNF-BP bzw. pADTNF-BP beschrieben. em Plasm.d 
konstru.ert. in dem die s'-nicht kodierende Reg.on vpn pTNF-BPtS verkurzt. im Untersch-ed zu den ,m 
55 Se.spiet 9 beschnebenen Plasm.den f edoch das 3'-Ende von pTNF-BPiS be-behalten wurde. Oazu . wurde 
unter .denuschen Bedingungen wie in Se.soiel 9 m.t dem Oligonukleotid EBl-1986 und dem MI3 -40 
Un.versalormer (5 -GTTTTCCCAGTCACGAC-3 ) pTNF-BPiS m.t PGR ampiifiaert Oas PGR Produkt wurde 
m.t SamHt u nd EcoRl doopelt geschn.rten und in das Plasm.d pT7.T3a-i9 klon.ert. Eines der emaitenen 
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Plasmide *urce oTNF-3Pi5B benannt. 

0 TNF-3Pi53 wurCe nnit 3amHl und EccRI gescnnmen und c!as t 25 '<o ONA insert m mit 3arr.Hl -no 
EcoR' geschn.rtenes Expressionsoiasrmd pAO-CMVi klontert. ein erhaltenes Plasmid der gewijnscnien 
Z'jsamrr.ensetzung wurde pAQTNF-3Pl5 benannt. 

Dieses Plasmid wurde mit EcoRi lineansiert und m die Scnnittstelie das 0,3 <b EcoRi Fragment. ; seise.': 
aus \T.NF-fl2. 'tlcnien. Nach Transformation von E.coii warden amige wanllos isoliene P'asm.de durcn 
ScnneiCen rr.it verscniecanen Restnktionsenr/men auf die karrekte Oentierung des eingesetzten EccRl 
F-agments Ocercruft. Ein Plasmid. oezeiennet als pAOTNF-R (Fig.7C). wurde nocn genauer auf korrekte., 
Onentierung untersucht. mdem das insert ausgenend_ vom 3 -Ende der msartierten cONA mit iem 
Oligonukleotid E3I-2H2 (5-GTCCAATTATGTCACACC-3), das nach der Multiklomerstelie an das Piasmio- 
pAO-CMVl und seine Oerivate bindet. sequenziert wurde. 

Ein weiteres Expressionsplasmid. in dem die S -nicht kodierende Region des TNF-R gegen die von j. 
Gloom ausgetauscht ist. wurde konstruiert. Plasmid pADSTNF-SP wurde mit Bglil voilstandig geschnittei... 
urn das i.i kb 3glli Fragment zu enrfernen. die ONA-Enden wurden nachfolgend mit alkalischer Phcspnata- 
se aus Kalberdarm dephosphorylien und der Piasmidvektor (5.9 kb) mit der i-Giodin 5 -nicht kodierenc^n 
Region des d-Globingens und dem s'-TeM der TNF-R kodierenden Region aus einem Agarosegel isoiiertV 
Plasmid pAOTNF-R wurde mit Bglll geschnitten und das 2.5 kb ONA Fragment, emhaltend den 3 -Abscnmrt 
der TNF-R cONA bis zur Promoterregion des nachfolgenden OHFR-Gens. aus einem Agarosegel tsoii-fo. 
und in den zuvor prapanerten Ptasmidvektor kloniert. Ein nach Transformation von E.coli erhaltenes Plasrr.id, 
mit dem in kprrekter Oriemierung insemerten Bgill-Fragment wurde pAOBTNF-R benannt (Fig. 70). 



Seispiel U 

Expression von loslichem TNF-8P in eukaryotischen Zetlinien 
a) ELISA-Test 

in diesem Beispiel wurde der Nachweis von TNF-3P mirtels ELlSA-Test wie folgt durchgefiihrt: 
96-Napf Mikrotiterolatten wurden pro Napf mit SO ul 1:3000 verounntem polyklonalem Kan.nchen-Serum 
(oolvklonale Kaninchenantikdrper. hergestellt durdh Prazipitation von Antiserum m.t Ammon.umsulfat. cno- 
konzentration 50 % Sattigung) gegen naturtiches TNF-BP 18 Stunden bei 4 C bescn.chtet. anmai m.t 
0 05% Tween-20 in PBS gewaschen und freie Bindungsstellen mit 150-200 ul 0.5% R.nderserumaibumm. 
0 05", Tween-20 in PBS (PBS/BSSTween) e.ne Stunde bei Raurntemperatur blockiert. O.e Napre wurden 
e.nmal m.t 0 05% Tween-20 in PBS gewaschen und 50 ul Zelluberstand Oder bekanme Mengen von 
naturlichem TNF-BP (vgl. Tab.3 und 4, und 50 ul e.ner i MO.OCO-'achen VerdOnnung e-nes polykona,en 
Mauseserums gegen TNF-BP aufgetragen und zwei Stunden bei Rwmtemperatur .nkub.ert Anschl.e/lend 
wurden die Napfe dreimal mit 0.05% Tween-20 in PBS gewaschen und 50 at Kan.nchen ant-Maus ig- 
P-roxidase Konjugat (Oako P161; i 5000 in PBSBSA/Tween,. zugegeoen und weitere zwe. Stunden be. 
Raurntemperatur inkubiert. Die Napfe warden dre.ma. m, Tween,P8S gewaschen ™ 
Orthoohenvlendiamin {3 mg/ml) und Na-Perdorat (1 mg/ml) in 0.067M Kai.unvC.trat P H 5.0. iM uLNapf 20 
SSRiernel unter Ucntschutz durchgeKihrt. Nach Zugabe von i00 4N H 3 SO. ^e die 
Farbmtensitat be, e.ner We.lenlange von 4 92 nm in e.ner Mikrcfilmplaaen-Photometer photometr.scn 
gsmessen. 
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6) Transients Expression von ro'slicnem TNF-8P in eukaryotiscnen Zsllinien 

Ef«a 10' Z-llen (COS-7) oro 80 mm Petr.scr.ale «uraen 2* Stuncen vor der Transfektion in aPMI-tS'O 
.Vtelm m- t MH%LZ*m -otaiem KaiOerser.m anoeseu. uno Oei 37 C in S% CO ; Atmo,0 «J 
,nku0.er,. 0,e Zelien v, u r0en mi. e.nem Gumm.schaOer von aer Petr^chale geios. und 5 M '-«"^ 200 
OoM B ei Raumtemperatu, a B zen,r„ ug ,er, (Heraeus Min.fuge. Ausscn.ing-Rotor £ 
s 8 r uml re,em Medium gewaschen. 5 Minoten oe, .200 UpM zen,r„.g,er, und ,n 1 m. *mv «* 
250 ag-m, OEA£.Oe«.ran und 10 ug Plasm.d ONA (vgl. Ta0.3. gere.n.gt durch «e,mange CO 0* .egra 
diemen«n,„ f uga,ion> suspend. Oie Zellen wurden 40 M.nuten c, 37 C «*ub,«t e.nma « « 5 m. 
Medium m„ .0". Kalt,e,se-um gewascnen und .n 5 ml Med.um m,t ,00 ug ml Chlaroqu.n suspend.ert. _.e 
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Zellen ~urcen erne Stunde be. 37 'C .nkubert. e.nmal m, t Medium -wasc-en urd r-,r ,n < " 

Tabetie 3: 



Zeliinie 


cos-r 


onre Plasmid 
, pAQTNF-SP 
PAD8TNF-8P 


< 5 rig, ml 
7.5 ng,ml 
1 46 ng/ml 



'5 



20 



25 



JO 



c) Herstellung permanent TNF-8P produzierender Zellinien 

° i Q \°' hydr ° f0,atre ^ ktase ' 0HFR '-^ fi -''^te Hamster Ovarial Zeliinie CHO DUKX Bll (Ur,aub und Oia- 
'1 IT T 3Smid pAD8TNF ' 3P Kalz.um-Phosphat Prazip.tation transfix (C U r t 

protocols .n molecular b.ology. .987). Vier dicht bewachsene Zellkultur-Flaschchen (25 an' 5 ml Kulturme- 
d.um pro Flaschchen) wurden m,t ,e 5 ug DNA transffciert: nach vierstundiger Inkubat.on bei 37* C *u«Se 
das Medium entfernt und durch je 5 ml Selektionsmedium (MEM alpha Medium mit 10 % diaiysienem 
fotalem R,nderserum, ersetzt. Nach Inkubat.on Ciber. Nacht wurden die Zei.en miosis Trypsin-LSsung 
abgelost; d.e Ze.len aus jedem Flaschchen wurden in zwei 96-Napf Gewebekulturplarten aufgete.lt <100 
Lil^Napf .n Seiekt.onsmedium). In etwa wdchemlichen Abstanden wurde frisches Medium ^ugegeben Nach 

T^Tan 0 " 0nmen m 79 N * Pf6n Zem ° ne & ~^tet *erden. Oie Uberstande «urden ,m EL ISA 
auf TNF-8P Akfvitat getestet. 37 Uberstande ze.gten Aktivitat .m EUSA. Oie Ergebnisse des EUSA-T-sts 
etn.ger posiver Klone ist in Tab.4 dargesteilt. 

Tabelle 4: 



jo 



■is 



50 



Probe 


Absorption bet 492 




nm 


TNF-BP Standard 


1 ng;ml 


0.390 




10 ng/ml 


t.233 




100 ng/ml 


1.375 




Kulturmedium 


0,085 


(Negativkontrolle) 




Klon 


AIG3 


0.468 




A2F5 


0.931 




. A3AI2 


0.924 




A488 


0.356 




ASA 12 


0.806 




A5810 


0,915 




ASCI 


0.966 
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An sprue he 

1. DNA. kodierend fur einen TNF-Rezeptor Oder fur Fragmenta davon. dadurch gekenn2eicnnet. da/J sie 
die Forme) 

ATG GGC CTC TCC ACC GTG CCT GAG CTG CTG CTG CCA CTG GTG CTC CTG GAG CTG TTG GIG 
GGA ATA TAG CCC TCA GGG GTT ATT GGA CTG GTC CCT CAC CTA GGG GAC AGG GAG AAG AGA 
GAT AGT GTG TGT CCC CAA GGA AAA TAT ATC CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC TGT ACC 
AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC TGT CCA GGC CCG GGG CAG GAT ACG GAC 
TGC AGG GAG TGT GAG AGC GGC TCC TTC ACC GCT TCA GAA AAC CAC CTC AGA CAC TGC CTC 
AGC TGC TCC AAA TGC CGA AAG GAA ATG GGT CAG GTG GAG ATC TCT TCT TGC ACA GTG GAC 
CGG GAC ACC GTG TGT GGC TGC AGG AAG AAC CAG TAC CGG CAT TAT TGG AGT GAA AAC CTT 
TTC CAG TGC TTC AAT TGC AGC CTC TGC CTC AAT GGG ACC GTG CAC CTC TCC TGC CAG GAG 
AAA CAG AAC ACC GTG TGC ACC TGC CAT GCA GGT TTC TTT CTA AGA GAA AAC GAG TGT GTC 
TCC TGT AGT AAC TGT AAG AAA AGC CTG GAG TGC ACG AAG TTG TGC CTA CCC CAG ATT GAG 
AAT GTT AAG GGC ACT GAG GAC TCA GGC ACC ACA GTG CTG TTG CCC CTG GTC ATT TTC TTT 
GGT CTT TGC CTT TTA TCC CTC CTC TTC ATT GGT TTA ATG TAT CGC TAC CAA CGG TGG AAG 
TCC AAG CTC TAC TCC ATT GTT TGT GGG AAA TCG ACA CCT GAA AAA GAG GGG GAG CTT GAA 
GGA ACT ACT ACT AAG CCC CTG GCC CCA AAC CCA AGC TTC AGT CCC ACT CCA GGC TTC ACC 
CCC ACC CTG GGC TTC AGT CCC GTG CCC AGT TCC ACC TTC ACC TCC AGC TCC ACC TAT ACC 
CCC GGT GAC TGT CCC AAC TTT GCG GCT CCC CGC AGA GAG GTG GCA CCA CCC TAT CAG GGG 
GCT GAC CCC ATC CTT GCG ACA GCC CTC GCC TCC GAC CCC ATC CCC AAC CCC CTT CAG AAG 
TGG GAG GAC AGC GCC CAC AAG CCA CAG AGC CTA GAC ACT GAT GAC CCC GCG ACG CTG TAC 
GCC GTG GTG GAG AAC GTG CCC CCG TTG CGC TGG AAG GAA TTC GTG CGG CGC CTA GGG 
CTG AGC GAC CAC GAG ATC GAT CGG CTG GAG CTG CAG AAC GGG CGC TGC CTG CGC GAG 
GCG CAA TAC AGC ATG CTG GCG ACC TGG AGG CGG CGC ACG CCG CGG CGC GAG GCC ACG 
CTG GAG CTG CTG GGA CGC GTG CTC CGC GAC ATG GAC CTG CTG GGC TGC CTG GAG GAC ATC 
GAG GAG GCG CTT TGC GGC CCC GCC GCC CTC CCG CCC GCG CCC AGT CTT CTC AGA TGA 
Oder Abscnnitte davon auf^eist. emschliefllich ihrer degenerierten Varianten. 

I. ONA nacn Anspruch I. kodierend fur sekretierbares TNF-bindendes Protein, dadurch gekenrueicn- 
net. da/3 sie die Formei 
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R 1 


GAT 


AGT 


GTG 


TGT 


CCC 


CAA 


GGA 


AAA 


TAT 


ATC 


CAC 




CCT 


CAA 


AAT 


AAT 


TCG 


ATT 


TGC 


TGT 


ACC 


AAG 


TGC 


CAC 




AAA 


GGA 


ACC 


TAP 


TTG 


TAC 


AAT 


GAC 


TGT 


CCA 


GGC 


CCG 


5 


GGG 


PAG 


GAT 


ACG 

4* W W 


GAC 


TGC 


Ann 


HAG 

w w 


TG^ 


GAG 


AGC 


GGC 




tcc 




ACC 


GCT 


TCA 


GAA 


AAC 




CTC 


AGA 


CAC 


TGC 




CTC 


AGC 


TGC 


TCC 


AAA 


TGC 


CGA 


AAG 


GAA 


ATG 


GGT 


CAG 


■ 0 


gtg 


HAG 


ATC 


TCT 


TCT 


TGC 


ACA 


GTG 


GAC 


CGG 


GAC 


ACC 






TOT 


GGC 


TGC 


AGG 


AAG 


AAC 


CAG 


TAC 


CGG 


CAT 


TAT 




1 


AW 4 


CAA 


AAC 


CTT 


TTC 


CAG 


TGC 


TTC 


AAT 


TGC 


AGC 


:5 


CTC 


TGC 


CTC 


AAT 


GGG 


ACC 


GTG 


CAC 


CTC 


TCC 


TGC 


LAO 




GAG 


AAA 


CAG 


AAC 


ACC 


GTG 


TGC 


ACC 


TGC 


CAT 


GCA 


GGT 




TTC 


TTT 


CTA 


AGA 


GAA 


AAC 


GAG 


TGT 


GTC 


TCC 


TGT 


AGT 


20 


AAC 


TGT 


AAG 


AAA 


AGC 


CTG 


GAG 


TGC 


ACG 


AAG 


TTG 


TGC 


CTA 


CCC 


CAG 


ATT 


GAG 


AAT 















aufweist. wobei R 2 gegebenenfalts fehlt oder erne Eijf ein in vivo abspaitbares (Poiy)peptid kodierende ONA 
darsteiit. einschliefllich ihrer degenerierten Varianten. 

25 3. ONA nach Anspruch 2. kodierend fur sekretierbares TNF bindendes Protein, dadurch gekennzeich- 
net. dad sie die in Anspruch 2 definierte Forme) aufweist. wobei R 2 sine zur Ganze Oder teilweise fur sine 
Signalsequenz kodierende ONA darsteiit. 

4. ONA nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet. dafl dad R 2 die Formel CTG GTC CCT CAC CTA 
GGG GAC AGG GAG AAG AGA aufweist. 

30 S. ONA nach Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet. da/3 R 3 fur R 1 CTG GTC CCT CAC CTA GGG GAC 
AGG GAG AAG AGA stent, wobei R 3 eine fur em Signalpeptid kodierende ONA darsteiit. 

6. ONA nach Anspruch 5. dadurch gekennzeichnet. dad R 3 fur 

ATG GGC CTC TCC ACC GTG CCT GAC CTG CTG CTG CCA CTG GTG CTC CTG GAG CTG TTG GTG 
GGA ATA TAC CCC TCA GGG GTT ATT GGA 
35 stem. 

7. Nukleinsauren. dadurch gekennzeichnet. dad s<e mit der im Anspruch i defimerren ONA Oder 
Abschmtten davon unter Bedingungen niedriger Stringenz hybridisieren und fur ein Pofypeptid mit der 
Fahigkeit. TNF zu binden. kodieren Oder die fur ein solches Polypeptid kodierende Sequenz enthalten. 

3. Rekombinantes ONA-Molekul. dadurch gekennzeichnet. dad es die in Anspruch i definierte ONA- 
*° Sequenz oder eine degenerierte Vanante oder mindestens ein Fragment davon enthalt. 

9. Rekombinantes ONA-Molekul nach Anspruch 8. replizierbar in prokaryotischen oder eukaryotischen 
Wirtsorganismen. dadurch gekennzeichnet. dad es. funktionell verbunden mit der in Anspruch 2 defimerten 
ONA-Sequenz oder einer degenerierten Variante Oder mtndestens einem Fragment davon. Expressions^- 
troilsequenzen enthalt. 

15 10! Rekombinantes ONA-Molekul nach Anspruch 9. replizierbar in Saugetierzellen. 

n. Rekombinantes ONA-Moiekiil nach Anspruch 9. dadurch gekennzeichnet. dafl es erne in einem der 
Anspruche 2 bis 6 definierte ONA enthalt. 

12. Rekombinantes ONA-Mclekul nach Anspruch 10. dadurch gekennzeichnet. dad es die in Anspruch o 

definierte ONA enthalt. 

50 13. Rekombinantes ONA-Molekul nach Anspruch 12 mit der Bezeichnung pAOTNF-BP. 

14. Rekombinantes ONA-Molekul nach Anspruch 12 mit der Bezeichnung pAOBTNF-SP. 
15 Rekomb.nantes ONA-Molekul. reoiizierbar in prokaryotischen oder eukaryotischen Wirtsorganismen. 
dadurch gekennzeichnet. dad es e-:ne in Anspruch 1 defin.eae. gegebenenfalls modifiz.erte. ONA oder 
mindestens ein Fragment davon enthalt. 
55 to. Rekomoinantes ONA-Molekul nach Ansoruch IS. replizierbar In Saugetierzellen 

17. Rekombinantes ONA-Molekul nach Anspruch 16 mit der Bezeichnung pAOTNF-R. 

!8. Rekombinantes ONA-Molekul nach Ansoruch 16 mit der Bezeichnung pAOBTNF-R. 

19. Wirtsorgan.smus. transform.ert mit mindestens einem der in den Anspruchen ti b.s u dedmerten 
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rekofncmanten QNA-Molekule. 

20. Wirtsorganismus. transformiert mit sinem in den Ansprucnen lS bis 13 defintenen rekomemantsn 
DNA-Molekiil. 

21. aekomoinantes Polypeptid. dadurcn gekennzeichnet. aafl es von einer m Ansprucn i definierten 
J ONA VoCiert wird. 

22. Polypeptid nach Anspruch 21. dadurch gekennzeichnet. da/3 as der TNF-Rezeotor cer Formal 

met gly leu ser thr val pro asp leu leu leu pro ieu vat !eu leu glu leu leu val gly ile ;yr pro see gly val ■ le giy 
teu val pro his leu gly asp arg glu lys arg aso ser val cys pro gin gly lys tyr tie his pro gin asn asn ser <i9 
cys cys thr lys cys his lys gly thr tyr leu tyr asn asp cys pro gly pro gly gin aso thr asp cys arg glu cys giu 
'0 ser gly ser phe thr aia ser glu asn his leu arg his cys leu ser cys ser lys cys arg lys glu met gly gin val glu 
tie ser ser cys thr val asp arg asp ihr val cys gly cys arg lys asn gin tyr arg his tyr trp ser glu asn leu ere 
gin cys phe asn cys ser leu cys leu asn gly thr val his leu ser cys gin glu lys gin asn thr val cys thr cys his 
ala gly phe phe leu arg glu asn glu cys val ser cys ser asn cys lys lys ser leu glu cys thr lys leu cys leu 
pro gin ile glu asn val lys giy thr giu asp ser gly thr thr val leu leu pro leu val ile phe phe gly feu cys leu leu 
• s ser leu leu pne ile gly leu met tyr arg tyr gin arg trp lys ser lys leu tyr ser ile vai cys gly lys ser thr pro giu 
i lys glu gly glu leu glu gly thr thr thr lys pro leu ala pro asn pro ser phe ser pro thr pro gly phe thr pro tr.r 
| leu gly phe ser pro vat pro ser ser thr phe thr ser ser ser thr tyr thr pro gly asp cys pro asn phe ala ala pro 
1 arg arg glu val ala pro pro tyr gin gly ala asp pro ile leu ala thr ala leu ala ser asp pro ile pro asn pro leu gin 
1 lys trp giu asp ser ala his lys pro gin ser leu asp thr asp asp pro aia thr leu tyr ala val val glu asn val pro 
29 pro leu arg trp tys glu phe val arg arg leu gly leu ser asp his glu ile asp arg leu glu leu gin asn gly arg cys 
I leu arg glu ala gin tyr ser met leu ala thr trp arg arg arg thr pro arg arg glu aia thr leu glu leu leu gly arg val 
\ leu arg asp met asp leu leu gly cys leu glu asp ile glu glu ala teu cys giy pro ala aia leu pro pro aia pro ser 
^ leu leu arg 

Oder ein Polypeptid bestehend aus mindestens einem Fragment davon ist. 
25 23. Polypeptid nach Anspruch 22. dadurch gekennzeichnet. dafl es TNF bindendes Protein der Formel 
j asp ser val cys pro gin gly lys tyr ile his pro gin asn asn ser ile cys cys thr lys cys his lys gly thr tyr leu tyr 
i asn asp cys pro giy pro gly gin asp thr asp cys arg glu cys glu ser gly ser phe thr ala ser glu asn his feu 
| arg his cys leu ser cys ser lys cys arg lys glu met gly gin val glu ile ser ser cys thr vai asp arg aso thr val 
j cys gly cys arg lys asn gin tyr arg his tyr trp ser glu asn leu phe gin cys phe asn cys ser leu cys leu asn 
jo | gly thr val his leu ser cys gin glu lys gin asn thr val cys thr cys his ala gly phe phe leu arg glu asn giu cys 
j val ser cys ser asn cys lys lys ser leu glu cys thr lys leu cys leu pro gin ile glu asn 
1 Oder ein funktioneltes Fragment Oder Oerivat mit der Fahigkeit. TNF zu binden, ist. 

24. Verfahren zur Hersteltung eines Polypeptids nach Anspruch 23. dadurch gekennzeichnet. dafl ein m 
Anspruch 19 definierter Wirtsorganismus gezuchtet und das exprimierte Protein isoliert wird. 
is 2S. Verfahren 2ur Herstellung von rekompinantem TNF-Rezeptor Oder Fragmenten oder Modifikationen 
davon. dadurch gekennzeichnet. dafl ein in Anspruch 20 definierter Wirtsorganismus gezuchtet uno das 
exprimierte Protein isoliert wird. 

26. Verwendung eines in den Anspruchen 2i und 22 definierten Polypeptids zum Untersuchen ven 
Substanzen auf ihre Wechselwirkung mit diesem Polypeptid und/oder mit TNF-a und/oder mit TNF-J 

jq und/oder auf ihre Beeinflussung der biologischen Wirkung von TNF-a und/oder TNF-2. 

27. Verwendung eines in Anspruch 20 definierten Wirtsorganismus zum Untersuchen von Substanzen 
auf ihre Wechselwirkung mit dem TNF-Rezeptor und/oder ihre Beeinflussung der biologischen Wirkung von 
TNF-ofund/oder TNF-0. 

23. Verwendung eines Polypeptids nach Anspruch 23 zur prophyiaktischen oder therapeutischen 
Behandlung des menschlichen Korpers bdi indikationen. bei denen eine schadigende wirkung von TNF-a 
und- Oder TNF-i auftritt. 

29. Verwendung eines Polypeptids nach Anspruch 23 als Oiagnostikum zur Bestimmung von TNF-a 
undvoder TNF-i. ; ' 

30. Pharmazeutische Zuberenung, dadurch gekennzeichnet. dafl sie als therapeutisch wirksame Kompo- 
so nente ein in Anspruch 23 definiertes Polypeptid in einer Menge enthalt. die die biologische Wirkung von 

TNF-a und.'oder TNF-i wirksam inhibiert. 
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Fig. l/l 

GAATTC TCTGGACTCAGGCTCCAGTTCTGGCCTTTGGGG 
TTCAACATCACTGGGACCAGGCCGTGATC7CTATCCCCGAGTCTCAACCCTCAACTGTC 
ACCCCAAGGCACTTGGGACGTCCTGGACAGACCGAGTCCCGGGAAGCCCCAGCACTGCC 

* * * 

GCTGCCACACTGCCCTGAGCCCAAATGGGGGAGTGAGAGGCCA TAG CTG TCT GGC 

SI S5 S10 S 15 

Met Gly Leu Ser Thr Val Pro Asp Leu Leu Leu Pro Leu Val Leu 

ATG GGC CTC TCC ACC GTG CCT GAC CTG CTG CTG CCA CTG GTG CTC 

216 225 234 243 252 

S20 S25 S29 1 

Leu Glu Leu Leu Val Gly He Tyr Pro Ser Gly Val He Gly Leu 

CTG GAG CTG TTG GTG GGA ATA TAG CCC TCA GGG GTT ATT GGA CTG 

261 270 279 288 297 

5 .10 15 

Val Pro His Leu Gly Asp Arg Glu Lys Arg Asp Ser Val Cys Pro 

GTC CCT CAC CTA GGG GAC AGG GAG AAG AGA GAT AGT GTG TGT CCC 

306 315 324 333 342 

20 25 30 

Gin Gly Lys Tyr lie His Pro Gin Asn Asn Ser lie Cys Cys Thr 

CAA GGA AAA TAT ATC CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC TGT ACC 
351 360 369 378 337 

35 40 45 

Lys Cys His Lys Gly Thr Tyr Leu Tyr Asn Asp Cys Pro Gly Pro 
AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC TGT CCA GGC CCG 
396 405 414 423 432 

50 55 60 

Gly Gin Asp Thr Asp Cys Arg Glu Cys Glu Ser Gly Ser Phe Thr 

GGG CAG GAT ACG GAC TGC AGG GAG TGT GAG AGC GGC TCC TTC ACC 

441 450 459 468 477 

6S 70 * 75 

Ala Ser Glu Asn His Leu Arg His Cys Leu Ser Cys Ser Lys Cys 

GCT TCA GAA AAC CAC CTC AGA CAC TGC CTC AGC TGC TCC AAA TGC 

486 495 504 513 522 

80 85 90 

Arg Lys Glu Met Gl r y Gin Val Glu lie Ser Ser Cys Thr Val Asp 
CGA AAG GAA ATG GST CAG GTG GAG ATC TCT TCT TGC ACA GTG GAC 
531 540 549 558 567 

95 100 i0 5 

Arg Asp Thr Val Cys Gly Cys Arg Lys Asn Gin Tyr Arg His Tyr 
CGG GAC ACC GTG TGT GGC TGC AGG AAG AAC CAG TAC CGG CAT TAT 
576 585 594 603 612 

110 115 120 

Trp Ser Glu Asn Leu Phe Gin Cys Phe Asn Cys Ser Leu Cys Leu 

TCG AGT GAA AAC CTT TTC CAG TGC TTC AAT TGC AGC CTC TGC CTC 
621 630 639 643 657 
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Fig. 1/2 



125 130 135 

Asn Gly Thr Val His Leu Ser Cys Gin Glu Lys Gin Asn Thr Val 

AAT GGG ACC GTG CAC CTC TCC TGC CAG GAG AAA CAG AAC ACC GTG 
656 675 634 . 693 702 

140 145 150 

Cys Thr Cys His Ala Gly Phe Phe Leu Arg Glu Asn Glu Cys val 

TGC ACC TGC CAT GCA GGT TTC TTT CTA AGA GAA AAC GAG TGT GTC 
711 720 729 738 747 

155 160 165 

Ser Cys Ser Asn Cys Lys Lys Ser Leu Glu Cys Thr Lys Leu Cys 

TCC TGT AGT AAC TGT AAG AAA AGC CTG GAG TGC ACG AAG TTG TGC 
756 765 774 733 792 

170 175 180 

Leu Pro Gin He Glu Asn Val Lys Gly Thr Glu Asp Ser Gly Thr 
CTA CCC CAG ATT GAG AAT GTT AAG GGC ACT GAG GAC TCA GGC ACC 
801 810 819 . 828 837 

185 190 195 

Thr Val Leu Leu Pro Leu Val He Phe Phe Gly Leu Cys Leu Leu 

ACA GTG CTG TTG CCC CTG GTC ATT TTC TTT GGT CTT TGC CTT TTA 

846 855 864 873 882 

200 205 210 

Ser Leu Leu Phe He Gly Leu Met Tyr Arg Tyr Gin Arg Trp Lys 

TCC CTC CTC TTC ATT GGT TTA ATG TAT CGC TAC CAA CGG TGG AAG 

891 900 909 918 927 

215 220 225 

Ser Lys Leu Tyr Ser He Val Cys Gly Lys Ser Thr Pro Glu Lys 
TCC AAG CTC TAC TCC ATT GTT TGT GGG AAA TCG ACA CCT GAA AAA 
936 945 954 963 972 

230 235 240 

Glu Gly Glu Leu Glu Gly Thr Thr Thr Lys Pro Leu Ala Pro Asn 
GAG GGG GAG CTT GAA GGA ACT ACT ACT AAG CCC CTG GCC CCA AAC 
gSl 990 999 1008 1017 

245 250 255 

Pro Ser Phe Ser Pro 'Thr Pro Gly Phe Thr Pro Thr Leu Gly Phe 

CCA AGC TTC AGT CCCf ACT CCA GGC TTC ACC CCC ACC CTG GGC TTC 

1026 1035 1044 1053 1062 

260 265 270 

Ser Pro Val Pro Ser Ser Thr Phe Thr Ser Ser Ser Thr Tyr Thr 

AGT CCC GTG CCC AGT TCC ACC TTC ACC TCC AGC TCC ACC TAT ACC 
1071 1080 1089 1098 1107 

275 280 285 

Pro Gly Asp Cys Pro Asn Phe Ala Ala Pro Arg Arg Glu Val Ala 

CCC GGT GAC TGT CCC AAC TTT GCG GCT CCC CGC AGA GAG GTG GCA 

1116 1125 . 1134 1143 1152 
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290 295 300 

Pro Pro Tyr Gin Gly Ala Asp Pro lie Leu Ala Thr Ala Leu Ala 

CCA'CCC TAT CAG GGG GCT GAC CCC ATC CTT GCG ACA GCC CTC GCC 

U51 U70 1179 1138 1197 

305 310 315 

Ser Asp Pro lie Pro Asn Pro Leu Gin Lys Trp Glu Asp Ser Ala 

TCC GAC CCC ATC CCC AAC CCC CTT CAG AAG TGG GAG GAC AGC GCC 

1206 1215 1224 1233 1242 

320 325 330 

His Lvs Pro Gin Ser Leu Asp Thr Asp Asp Pro Ala Thr Leu Tyr 

CAC AAG CCA CAG AGC CTA GAC ACT GAT GAC CCC GCG ACG CTG TAC 

1251 1260 1269 1278 1287 

335 340 

Ala Val Val Glu Asn Val Pro Pro Leu Arg Trp 

GCC GTG GTG GAG AAC GTG CCC CCG TTG CGC TGG AA GGAATTC 

1296 1305 1314 1323 1332 
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pAD-CMVl 6414 bp 



7CGACA77GA T7A77GAC7 A G77A77AA7A G7AA7CAA77 ACGGGGTCA7 7AG77CA7AG 60 

CCCATATATG GAG77CCGCG 77ACA7AAC7 7ACGG7AAA7 GGCCCGCCTG GCTGACCGCC 120 

CAACGACCCC CGCCCATTGA CGTCAAtAAT GACG7A7G77 CCCA7AG7AA CCCCAA7ACG 130 

GACT77CCA7 7GACG7CAA7 GCG7CCAG7A 777ACGG7AA AC7GCCCAC7 7GGCAG7ACA 2 40 

7CAAGTG7A7 CATATGCCAA G7ACGCCCCC 7A77GACG7C AA7GACGG7A AA7GGCCCGC 300 

C7GGCA77A7 GCCCAG7ACA 7GACC77A7G GGAC777CC7 AC77GGCAG7 ACA7C7ACG7 3 60 

A77AG7CA7C GCTA77ACCA TGG7GATGCG GT777GGCAG 7ACA7CAA7G GGCG7GGA7A 4 20 

CCGG7T7GAC 7CACGGGGAT 77CCAAGTC7 CCACCCCAT7 GACG7CAA7G GGAG777G77 4 30 

77GGCACCAA AATCAACGGG ACTTTCCAAA A7G7CG7AAC AAC7CCGCCC CA7TGACGCA 540 

AA7GGGCGGT AGGCG7GTAC GG7GGGAGG7 C7A7A'7AAGC AGAGC7CTC7 GGC7AACTAG 500 

AGAACCCAC7 GCTTAACTGG C7TATCGAAA 77AA7ACGAC TCAC7A7AGG GAGACCCAAG 6 50 

C77C7GCAGG 7CGACA7CGA 7GGATCCGG7 ACC7CGAGCG CGAA77C7CT AGAGGA7C77 720 

7G7GAAGGAA CCTTAC7TC7 G7GG7G7GAC A7AA7TGGAC AAAC7ACC7A CAGAGA777A 7 30 

AAGC7C7AAG G7AAA7A7AA AATTTT7AAG 7G7A7AA7G7 GTTAAAC7AC 7GA77C7AA7 3 40 
7G7T7G7G7A 77T7AGAT7C CAACC7A7GG AAC7GA7GAA 7GGGAGCAG7 GG7GGAA7GC 
C777AA7GAG GAAAACC7G7 777GC7CAGA AGAAATGCCA 7C7AG7GA7G A7GACGC7AC 

7GCTGAC7C7 CAACAT7CTA C7CC7CCAAA AAACAAGAGA AAGG7ACAAG ACCCCAAGGA 10 20 

C7TTCCTTCA GAAT7GCTAA GTTT77TCAG 7CATGC7GTG TTTAG7AATA GAAC7C7TGC 10 80 

7TGCTTTGCT ATTTACACCA CAAAGGAAAA AGCTGCACTG CTATACAAGA AAAT7A7GGA 1140 

AAAATATTTG ATGTATAGTG CCT7GAC7AG AGATCATAA7 CAGCCA7ACC ACA77TG7AG 12 00 

AGGTTTTACT TGCT77AAAA AACC7CCCAC ACC7CCCCC7 GAACC7GAAA CA7AAAA7GA 12 50 

A7GCAAT7GT TG7TGTTAAC 77GTT7A77G CAGC7TATAA TGG77ACAAA 7AAAGCAA7A 1320 

GCATCACAAA TTTCACAAAT AAAGCAT7T7 777CAC7GCA TTCTAG77GT GG7T7G7CCA 1330 

AACTCATCAA TGTATCTTAT CATG7CTGGA TCAATTCTGA GAAACTAGCC T7AAAGACAG 14 40 

ACAGCTTTGT TCTAG7CAGC CAGGCAAGCA 7A7G7AAATA AAGT7CC7CA GGGAAC7GAG I SCO 

GT7AAAAGA7 G7ATCC7GGA CCTGCCAGAC C7CGCCATTC ACG7AAACAG AAGA77CCGC 15 SO 

C7CAAGT7CC GGTTAACAAC AGGAGGCAAC GAGA7C7CAA ATC7A77AC7 7C7AATCGGG 1S20 

7AA77AAAAC C7T7CAACTA AAACACGGAC CCACGGA7G7 CACCCAC777 TCC77CCCCG IS30 

GC7CCGCCC7 7CTCAG7ACT CCCCACCA77 AGGC7CGC7A C7CCACC7CC AC77CCGGGC 17 40 
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GCGACACCCA 


CG7GCCC7C7 


CCCACCCGAC 


GC7AACCCCG 


CCCC7GCCCG 


7C7GACCCCG 


L 300 


CCCACCACC7 


GGCCCCGCCC 


CG77GAGGAC 


AGAAGAAACC 


CCGGGCAGCC 


GCAGCCAAGG 


1350 


CGGACGGGTA 


G ACGCTGGGG 


GCGC7GAGGA 


G7CG7CC7C7 


ACC77C7CTG 


C7GGC7CGG7 


1920 


GGGGGACGCG 


GTGGA7C7CA 


GGC77CCGGA 


AGAC7GGAAG 


AACCGCC7CA 


GAACCGC77G 


1930 


TCTCCGCGGG 


GC 7 TGGGCGG 


CGGAAGAATG 


GCCGC7AGAC 


GCGGAC7TGG 


7GCGAGGCA7 


2040 


CGCAGGA7GC 


AGAAGAGCAA 


GCCCGCCGGG 


AGCGCGCGGC 


TG7AC7ACCC 


CGCGCC7GGA 


2100 


GCGGCCACGC 


CGGAC7GGGC 


GGGGCCGGCC 


7GG7GGAGGC 


GGAG7C7GAC 


C7CG7GGAGG 


2150 


CGGGGCC7C7 


GA7G77CAAA 


7AGCATGC7A 


GGC77G77GA 


GGCG7GGCC7 


CCGA77CACA 


2220 


AG7GGGAAGC 


AGCGCCGGGC 


GAC7GCAAT7 


7CGCGCCAAA 


C77GGGGGAA 


GCACAGCGTA 


2230 


CAGGCTGCCT 


AGG7GA7CGC 


TGC7GC7G7C 


A7GG77CGAC 


CGC7GAAC7G 


CATCGTCGCC 


2 3 4.0 


GTG7CCCAGA 


ATA7GGGCAT 


CGGCAAGAAC 


GGAGACC77C 


CC7GGCCAAT 


GC7CAGG7AC 


2400 


7GGC7GGA77 


GGG77AGGGA 


AACCGAGGCG 


G77CGC7GAA 


7CGGG7CGAG 


CAC77GGCGG 


24 60 


AGACGCGCGG 


GCCAAC7AC7 


7AGGGACAG7 


CATGAGGGG7 


AGGCCCGCCG 


GC7GC7GCCC 


2520 


T7GCCCA7GC 


CCGCGG7GAT 


CCCCA7GC7G 


7GCCAGCC77 


7GCCCAGAGG 


CGC7C7AGC7 


2590 


GGGAGCAAAG 


7CCGG7CAC7 


GGGCAGCACC 


ACCCCCCGGA 


C77GCATGGG 


7AGCCGC7GA 


2540 


GA7GGAGCC7 


GAGCACACG7 


GACAGGG7CC 


C7G77AACGC 


AG7G777C7C 


7AAC777CAG 


2700 


GAACGAG77C 


AAG7AC77CC 


AAAGAA7GAC 


CACCACC7CC 


TCAG7GGAAG 


G7AAACAGAA 


27S0 


CCTGG7GAT7 


ATGGGCCGGA 


AAACC7GG77 


C7CCA77CC7 


GAGAAGAA7C 


GACC777AAA 


2320 


GGACACAA7T 


AATATAG7TC 


7CAG7AGAGA 


GC7CAAGGAA 


CCACCACAAG 


GAGC7CA777 


2380 


TC77GCCAAA 


AGTCTGGACC 


ATGCC77AAA 


AC77A77GAA 


CAACCAGAG7 


7AGCAGA7AA 


2940 


AG7GGACATG 


G77TGGA7AG 


7TGGAGGCAG 


T7CCG777AC 


AAGGAAGCCA 


TGAATCAGCC 


3 000 


AGGCCATCTC 


AGAC7C777G 


TGACAAGGA7 


CA7GCAGGAA 


777GAAAG7G 


ACACG77C77 


3 0 60 


CCCAGAAAT7 


GAT77GGAGA 


AATA7AAACT 


TC7CCCAGAG 


TACCCAGGGG 


7CC77TC7GA 




AG7CCAGGAG 


GAAAAAGGCA 


7.CAAG7A7AA 

i 


A7TTGAAGTC 


TATGAGAAGA 


AAGGC7AACA 


J19U 


GAAAGATAC7 


7GCTGA77GA 


CTTCAAG7TC 


7ACTGCTTTC 


C7CC7AAAA7 


TA7GCAT77T 


3240 


TACAAGACCA 


7GGGAC77G7 


G77CGC77TA 


GA7CC7GTGC 


A7CC7GGGCA 


ACTGT7G7AC 


3300 


7C7AAGCCAC 


7CCCCAAAG7 


CA7GCCCCAG 


CCCC7GTATA 


A7TCTAAACA 


AT7AGAA77A 


3360 


T777CATTTT 


CAT7AGTC7A 


ACCAGGT7AT 


A77AAA7ATA 


CT77AAGAAA 


CACCA777GC 


3 420 


CATAAAG77C 


7CAA7GCCCC 


7CCCA7GCAG 


CC7CAAG7GG C7CCCCAGCA GA7GCA7AGG 


3430 


G7AG7G7GTG 


TACAAGAGAC 


CCCAAAGACA 


TAGAGCCCC7 


GAGAGCA7GA 


GC7GA7A7GG 


3 5 4 0 



£P 0 393 433;A2 J'.*: . • ; ; ** ; ' : • : [ l\ , 
Fig. 6/3 



GGGC7CA7AG 


AGA7AGGAGC 


TAGA7GAA7A 


AG7ACAAAGG 


GCAGAAA7GG 


G7777AACCA 


3600 


GCAGACC7AG' AAC7CAGAC7 


T7AAAGAAAA 


77AGATCAAA 


G7AGAGAC7G 


AATTA77C7G 


3 6 60 


CACATCAGAC 


7C7GAGCAGA 


G77C7G77CA 


CtCAGACAGA 


AAATGGG7AA 


A77GAGAGC7 


3720 


GGC7CCATTG 


7GC7CC77AG 


ACATGGGAGC 


AGG7CGAGGA 


7TA7A7AAGG 


7C7GGAACAT 


3730 


77AAC7TCTC 


CG777C7CAT 


C7TCAG7GAG 


A77CCAAGGG 


A7AC7ACAA7 


7C7G7GGAA7 


3340 


C7G7G7CAGT 


7AGGGTG7GG 


AAAG7CCCCA 


GGC7CCCCAG 


CAGGCAGAAG 


7A7GCAAAGC 


3900 


ATGCATCTCA 


A77AG7CAGC 


AACCAGG7G7 


GGAAAGTCCC 


CAGGC7CCCC 


AGCAGGCAGA 


39S0 


AGTATCCAAA 


GCATGCA7C7 


CAA77AG7CA 


GCAACCA7AG 


7CCCGCCCC7 


AAC7CCGCCC 


4020 


ATCCCGCCCC 


TAACTCCGCC 


CAG77CCGCC 


CA77C7CCGC 


CCCA7GGC7G 


AC7AA77777 


4030 


TTTATTTATG 


CAGAGGCCGA 


GGCGCC7C7G 


AGC7A7TCCA 


GAAG7AGTGA 


GGAGGC7T7T 


4140 


TTGGAGGCCT 


AGGC7777GC 


AAAAAAGC7A 


A77CAGCCTG 


AA7GGCGAAT 


GGGACGCGCC 


4200 


CTGTAGCGGC 


GCATTAAGCG 


CGGCGGG7G7 


GG7GGTTACG 


CGCAGCG7GA 


CCGC7ACAC7 


4250 


7GCCAGCGCC 


C7AGCGCCCG 


C7CC777CGC 


T77C77CCC7 


TCC77TC7CG 


CCACG77CGC 


4320 


CGGCTTTCCC 


CGTCAAGC7C 


7AAA7CGGGG 


GC7CCCT7TA 


GGG7TCCGAT 


77AG7GC777 


4330 


ACGGCACCTC 


GACCCCAAAA 


ACTTGA77AG 


GGTGA7GGTT 


CACGTAGTGG 


GCCA7CGCCC 


4440 


7GA7AGACGG 


7T777CGCCC 


777GACG7TG 


GAG7CCACG7 


7CT77AATAG 


7GGAC7C77G 


4500 


77CCAAAC7G 


GAACAACAC7 


CAACCCTA7C 


7CGG7CTA77 


C7T77GAT7T 


A7AAGGGA77 


4S60 


TTGCCGATTT 


CGGCC7A7TG 


GTTAAAAAA7 


CAGC7GA7T7 


AACAAAAATT 


7AACGCGAA7 


4620 


TTTAACAAAA 


TATTAACGTT 


7ACAATTTCA 


GGTGGCAC77 


TTCCGGGAAA 


TG7GCGCGGA 


4680 


ACCCCTATTT 


GTTTATTTTT 


C7AAA7ACAT 


7CAAATATGT 


ATCCGC7CAT 


GAGACAATAA 


4740 


CCCTCATAAA 


TGCTTCAATA 


ATAT7GAAAA 


AGGAAGAGTA 


7GAG7A77CA 


ACA7T7CCGT 


4300 


GTCGCCCTTA -TTCCCTTTTT 


7GCGGCA777 


7GCC77CC7G 


777T7GC7CA 


CCCAGAAACG 


4960 


CTGGTGAAAG 


7AAAAGATGC 


TGAAGATCAG 


77GGGTGGAC 


GAG7GGG7TA 


CA7CGAACTG 


4 920 


GATCTCAACA GCGGTAAGAT CpTTGAGAGT 


777CGCCCCG 


AAGAACG777 


7CCAATGATG 


4930 


AGCACTTTTA 


AAGTTCTGCT 


ATGTGGCGCG 


G7ATTATCCC 


GTA77GACGC 


CGGGCAAGAG 


5040 


CAACTCGGTC 


GCCGCATACA 


CTATTC7CAG 


AA7GACTTGG 


T7GAGTACTC 


ACCAGTCACA 


5100 


GAAAAGCATC 


7TACGGATGG 


CA7GACAGTA 


AGAGAAT7AT 


GCAG7GC7GC 


CATAACCATG 


5160 


AG7GATAACA 


C7GCGGCCAA 


C77AC77C7G 


ACAACGA7CG 


GAGCACCGAA 


GGAGC7AACC 


S220 


GCT7TTTTGC 


ACAACA7GGG 


GGATCA7G7A 


AC7CGCC77G 


A7CG77GGGA 


ACCGGAGC7G 


5230 


AA7GAAGCCA 


7ACCAAACGA 


CGAGCG7GAC 


ACCACGA7GC 


C7G7AGCAA7 


GGCAACAACG 


5340 
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77GCGCAAAC 7A77AAC7GG CGAAC7AC77 AC7C7AGC77 CCCGGCAACA A77AA7AGAC 5 400 

TGGATGGAGG' CGGA7AAAG7 TGCAGGACCA C77C7GCGC7 CGGCCCT7CC GGCTGGCTGG 5 4 50 

7T7A7TGC7G A7AAA7C7GG AGCCGGTGAG CG7GGG7C7C GCGG7A7CA7 7GCAGCAC7G 5 5 20 

GGGCCAGA7G G7AAGCCC7C CCG7A7CG7A G77A7C7ACA CGACGGGGAG 7CAGGCAAC7 5 5 30 

A7GGA7CAAC GAAA7AGACA GA7CGCTGAG ATAGG7GCC7 CAC7GA77AA GCA77GG7AA 5640 

C7G7CAGACC AAG777AC7C A7A7A7AC7T 7AGA77GA77 7AAAAC77CA 77777 AA777 57 00 

AAAAGGA7C7 AGG7GAAGA7 CC7777TGA7 AA7C7CA7GA CCAAAA7CCC 77AACG7GAG 5 1 SO 

7777CG77CC AC7GACCG7C AGACCCCGTA GAAAAGA7CA AAGGA7C77C 77GAGA7CCT 5 3 20 # * 

777T77CTGC GCG7AA7C7G C7GC77GCAA ACAAAAAAAC CACCGC7ACC AGCGG7GG7T 53 30 I 

7GTT7GCCGG A7CAAGAGC7 ACCAACTCTT TT7CCGAAGG 7AAC7GGC77 CAGCAGAGCG 5 9 40 

CAGA7ACCAA A7AC7G7CC7 TC7AG7GTAG CCG7AG77AG GCCACCAC77 CAAGAAC7CT SOO'o 

G7AGCACCGC C7ACA7ACC7 CGCTC7GCTA A7CCTG77AC CAG7GGC7GC 7GCCAG7GGC 60 60 

GA7AAG7CG7 G7C77ACCCG G77GGAC7CA AGACGA7AGT 7ACCGGA7AA GGCGCAGCGG 6120 

7CGGGC7GAA CGGGCGG77C G7GCACACAG CCCAGC77GG AGCGAACGAC C7ACACCGAA 6130 

C7GAGA7ACC 7ACAGCG7GA GCA77GAGAA AGCGCCACGC T7CCCGAAGG GAGAAAGGCG 52 40 

GACAGG7ATC CGG7AAGCGG CAGGG7CGGA ACAGGAGAGC GCACGAGGGA GC77CCAGGG 6300 

GCAAACGCCT GG7A7C777A 7AG7CCTC7C GGG777CGCC ACC7C7GAC7 7GAGCG7CGA 5 3 60 
77777G7GAT GC7CG7CAGG GGGGCGGAGC C7A7GGAAAA ACGCCAGCAA CGCC 
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Fig. 8/1 

ra7NF-* 

GAA77CC777 7C7CC3AG7T 77C73AAC7C 7GGC7CA7GA 7C3GGC77AC 7GGA7ACGAG 53 
AATCCTCGAG. CACCGTACCC 7GAT77CCA7 C7ACC7C7GA CT77GAGCC7 77C7AACCCC 12 2 
GGGC7CACGC 7GCCAACACC CCCCCCACC7 GG7CC3A7CG 7C77AC77CA 77CACCAGCG *.3C 
77GCCAA77G C7GCCCTG7C CCCAGCCCCA A7GGGGGAG7 GAGAGAGGCC AC7GCCG0CC 2 40 
GGAC 

2 45/1 275/11 

A7G GG7 C7C CCC A7C G7G CC7 GGC C7G CTG C7G 7CA C7G G7G C7C C7G GC7 C7G C7G A" 
y ez ziy i eu p r3 :ie vai pro Giy Leu Lau Leu Ser Leu Val Lau Leu Ala Leu Leu y.tz 
305/21 335/31 

GGG A7A CAC CCA 7CA GGG G7C ACC GGA C7G G77 CC7 7C7 C77 GG7 GAC CGG GAG AA3 AGG t 
Giy He Hia Pro Se r Gly vai Thr Gly Lau Val Pro Sec Leu Giy Asp Arc G Lu Lys Ar-; 
365/41 335/51 

GA7 AAT 77G 7G7 CCC CAG GGA AAG 7A7 CCC CA7 CCA AAG AAT AAT 7CC A7C 7GC 7GC ACCl 
Asp Asn Leu Cys Pro Gin Giy Lys 7yr Ala His Pro Lys Asn Asn Se = lie Cys Cys Thr 
425/61 455/71 

AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC T7G G7G AG 7 GAC 7G7 CCA AGC CCA GGG CAG GAA ACA Q7C* 
Lya Cya His Lys Gly Thr 7yr Leu Val Ser Aap Cys Pro Ser Pro Gly Gin Glu. Thr Val" 
435/31 515/91 

TGC GAG C7C 7CT CAT AAA GGC ACC TTT ACA GCT TCG CAG AAC CAC GTC AGA CAG 7G7 C7C 
Cya Glu Leu Ser His Lys Gly Thr Phe Thr Ala Ser Gin Aan Hia Vai Arg Gin Cys Leu 
S4S/101 575/111 

AGT TGC AAG ACA 7G7 CG 3 AAA GAA A7G 77C CAG GTG GAG ATT 7C7 CC7 7GC AAA GCT GAC 
Ser Cys Lva Thr Cys Ar? Lys Glu Xac Phe Gin Val Glu He Ser Pro Cys Lys Ala Asp 
505/121 ' 535/131 

A7G GAC ACC GTG TGT GGC TGC AAG AAG AAC CAA TTC CAG CGC TAC CTG AGT GAG AC 3 CAT 
Met Aap Thr Val Cys Gly Cys Lys Lys Asn Gin ?he Gin Arg Tyr Leu Ser Glu Thr His 
665/141 $95/151 

TTC CAG TGT GTG GAC TGC AGC CCC TGC TTC AAT GGC ACC GTG ACA ATC CCC TGT AAG GAG 
»he Gin Cys val Aso Cys Ser Pro Cys Phe Asn Gly Thr Val The lie Pro Cys Lys Glu 
725/161 " 755/171 

AAA CAG AAC ACC GTG TGT AAC TGC CAC GCA GGA TTC TTT C7A AGC GGA AA7 GAG TGC ACC 
Lys Gin Asa Thr Val Cys Asn Cys His Ala Giy Phe Phe Lau Ser Gly Asn Glu Cys Thr 
785/131 315/191 

CCT TGC ACC CAC TGC AAG AAA AAT CAG GAA TGT ATG AAG CTG TGC CTA CCT CCA G77 GCA 
Pro Cya Sec His Cya Lys Lys Aan Gin Glu Cya Met Lys Leu Cya Leu Pro Pro vai Ala 
945/201 37S/2U 

AAT GTC ACA AAC CCC CAG GAC TCA GGT ACT GCC GTG CTG TTG CCT CTG GTT ATC 77C C»A 
Aan Val The Aan Pro Gin Aso Ser Gly Thr Ala Val Leu Leu Pro Leu Val lie Phe Leu 
905/221 93S/231 

GGT CTT TGC CTT TTA TTC TTT ATC TGC A7C AGT CTA CTG TGC CGA TAT CCC CAG Two AC^ 
Gly Leu Cys Leu Leu Phe Phe tie Cys He Ser Leu Leu Cys Arg 7yr Pro Gin 7:o Arg 
555/241 995/251 

CCC AGG GTC 7AC TCC ATC ATT TGT AGG GAT TCA GCT CCT GTC AAA GAG GTG GAG GGT GAA 
Pro Arg Val Tyr Ser He lie Cya Arg Aap Ser Ala Pro Val Lya Glu Val Glu Gly Glu 
1025/261 \ 10S5/271 

GGA ATT GTT ACT AAG CCC CTA ACT CCA GCC TCT ATC CCA GCC TTC AGC CCC AAC C,C 
Gly He val Thr Lys Pro £eu Thr Pro Ala Ser He Pro Ala Phe Ser Pro Asn Pro Gly 
1085/281 1US/291 

TTC AAC CCC ACT CTG GGC TTC AGC ACC ACC CCA CGC TTC AGT CAT CCT GTC TCC AG i ACC 
Phe Asn Pro Thr Leu Gly Phe Ser The Thr Pro Arg Phe Ser Hia Pro v«i Ser Ser Thr 
1145/301 1175/311 

CCC ATC AGC CCC GTC TTC GGT CCT AGT AAC 7GG CAC AAC TTC GTG CCA CCT GTA AGA uAG 
Pro He Ser Pro Val Phe Gly Pro Ser Aan Trp His Aan Phe Val Pro Pro val Arg Glu 
1205/321 1235/331 

GTG GTC CCA ACC CAG GGT GCT GAC CCT CTC CTC TAC GGA TCC CTC AAC CCT GTG CCA AT,. 
Val Val Pro Thr Gin Giy Ala Asp Pro Leu Leu Tyr Gly Ser Leu Aan Pro val Pro He 
1265/341 1295/351 

CCC GCC CCT GTT CGG AAA TGG GAA CAC GTC GTC GCG CCC CAG CCA CAA CGG C77 GAC AlT 
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Ma val Arg Lvs Tro Glu Aa? Val Val Ala Ala Gin Pro Gin Arg Leu Ai? Thr 
132S/3S1 * 1355/371 

GCA GAC CCT GCG ATG CTj TAT OCT GTG GTG GAT CGC GTG CCT CCG AC A CGC TGG AAG GAG 

Va 3 -o Ala Mec Leu Tvr Ala Val vai Asp Gly Val ?ro ?ro Thr Arg Trp Lys Giu 
13 35/33 1 * 1415/391 

--- A -3 CGG CTC CIS GOG CTG AGC GAG CAC GAG ATC GAG CGG CTG GAG CTG CAG AAC GGG 

^e Met A -5 Leu Leu Glv Leu Se: Giu His Glu He Glu Arg Leu Glu Leu Gin Aan Gly 
1415/431 " " 1473/411 

CGT TGC CTC CGC GAG GCT CAT TAC AGC ATG CTG GAA GCC TGG CGG CGC CGC AC A CCG CGA 

A -q- Cys T eu Arg Giu Ala Mis Tyr Sec Met Leu Glu Ala Trp Arg Arg Arg Thr ?co Arg 
15QS/421 1535/431 

CAC GAG GO" ACG CTG GAC GTA CTG GCC CGC GTG CTT TGC GAC ATG AAC CTG Cj* G^C .G%. 

Glu All Thr Leu Ass val Val Gly Arg Val Leu Cys As? f.et Asn Leu Arg Gly Cys 
•-555/441 1535/451 

CTG GAG AAC ATC CGC GAG ACT CTA GAA AGC CCT GCC CAC TCG TCC ACG ACC CAC C.*- CC 

Leu Glu Asn lie Arg Glu Thr Leu Glu Sec Pro Ala His Ser Sec Thr Thr Kis Leu ?ra 
1S25/4S1 
CGA TAA 

rt cg Stop G . CCACACCC c-acctCAGG AACCGGACTC GAACGACCAT CCTCCTACA7 1630 

CCCCTGCT7C CCTGTGAACC TCCTCTTTGG TCCTC7AGCG GGCAGGCTCG ATCTGGCAGG 17 40 

C TCG ATC TGG CAGCCACTTC CTTGGTGCTA CCGACTTGGT GTACATAGCT TTTCCCAGCT 1300 

GCC3AGGACA GCCTGTGCCA GCCACTTGTG CATGGCAGGG AAGTGTGCCA TCTCCTCCCA 19 50 

G^CAGCTGAG GCTGCCAAAA GCCAGGAGAG G7GATTCTCG ACAAAAAGCA CAATC7ATCT 1920 

GATACCCACT TGGGATGCAA CGACCCAAAC AAAGCTTCTC AGGGCCTCCT CAGTTGATTT 1930 

CTGGGCCCTT TTCACAGTAG ATAAAACAGT CTTTGTATTG ATTATATCAC AC TAA TGG AT 2 0 40 

GA \CGGTTGA ACTCCCTAAG GTACGCGCAA GC AC AG AAC A GTGGGGTCTC CAGCTGGAGC 2100 

CCCCGACTCT TGTAAATACA CTAAAAATCT AAAAGTGAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 2 ISO 
AAAAAAGGAA TTC 
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GAATTCTCTG GACTCAGCCT CCAGTTCTGG CC77TGGGGT 7CAAGATCAC TGGGACCAGG 50 

CCGTGATCTC' 7A7GCCCCAG 7C7CAACCC7 CAAC7G7CAC CCCAAGGCAC TTGGGACG7C 12 0 

C7GGACAGAC CGAG7CCCGG GAAGCCCCAG CAC7GCCCC7 GCCACAC7GC CC7GAGCCCA 130 

AATGGGGGAG 7GAGAGGCCA 7AGC7G7C7G GC 

213/1 2*3/11 

ATG GGC C7C 7CC ACC G7G CCT GAC C7G CTG C7G CCA C7G G7G C7C C7G GAG C7G 77C G7G 
Met Gly Leu Sec The Val Pco Asp Leu Leu Leu Pro Leu Val Leu Leu Glu Leu Leu Val 
273/21 303/31 

GGA ATA TAC CCC 7CA GGG G7T ATT GGA CTG GTC CCT CAC CTA GGG GAC AGG GAG AAG ACA 
Gly lie Tyr Pro Sec Gly Val lie Gly Leu Val Pro His Leu Gly Asp Acg Glu Lys Ar? 
333/41 * 363/51 

GAT AGT G7G TGT CCC CAA GGA AAA TAT ATC CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC TGT ACC 
Asp Sec val Cys ?co Gin Gly Lys Tyr lie His Pco Gla Asn Asn Sec lie Cys Cys 7hr 
393/61 .423/71 

AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC TGT CCA GGC CCG GGG CAG GAT ACG GAC 
Lys Cys His Lys Gly The Tyc Leu Tyr Asn Asp Cys ?co Gly Pro Gly Gin Asp 7hc Asp 
453/81 433/91 

TGC AGG GAG TGT GAG AGC GGC TCC TTC ACC GCT TCA GAA AAC CAC CTC AGA CAC TGC CTC 
Cys Acg Glu Cys Glu Sec Gly Sec Phe The Ala Sec Glu Asn His Leu Arg His Cys Leu 
513/101 543/111 

AGC TGC TCC AAA TGC CGA AAG GAA ATG GGT CAG GTG GAG ATC 7CT 7CT 7GC ACA G7^ GA*. 
Sec Cys Sec Lys Cys Acg Lys Glu Met Gly Gin Val Glu lie Sec Sec Cys The Val Asp 
573/121 603/131 

CGG GAC ACC GTG TGT GGC TGC AGG AAG AAC CAG TAC CGG CAT TAT TGG AGT GAA AAC Ci. 
Acg Asp The Val Cys Gly Cys Acg Lys Asn Gin Tyr Arg His Tyc Tep See Glu Asn Leu 
633/141 663/1S1 

TTC CAG TGC TTC AAT TGC AGC CTC TGC CTC AAT GGG ACC GTG CAC CTC TCC TGC CAG GAG 
Phe Gin Cys Phe Asn Cys Sec Leu Cys Leu Asn Gly The Val His Leu Sec Cys Gin Glu 
633/161 723/171 

AAA CAG AAC ACC GTG TGC ACC TGC CAT GCA GGT TTC 777 CTA AGA GAA AAC GAG . J4 w.* 
Lys Gin Asn The Val Cys The Cya His Ala Gly Phe Phe Leu Acg Glu Asn Glu Cys v a - 
753/181 783/191 

TCC TGT AGT AAC TGT AAG AAA AGC CTG GAG TGC ACG AAG TTG TGC CTA CCC CAG A7T GAG 
Sec Cys Sec Asn Cya Lys Lys Ser Leu Glu Cys The Lys Leu Cys Leu Pro Gin lie Glu 
813/201 843/211 

AAT GTT AAG GGC ACT GAG GAC TCA GGC ACC ACA GTG CTG TTG CCC CTG GTC A.T T iC . .T 
Asn Val Lys Gly Thr Glu Asp See Gly The The Val Leu Leu Pco Leu Val tie Phe Phe 
873/221 903/231 

GGT CTT TGC CTT TTA TCC CTC CTC TTC ATT GGT TTA ATG TAT CGC TAC CAA CGG TGG AAG 
Gly Leu Cys Leu Leu Sec Leu Leu Phe He Gly Leu Met 7yc Acg Tyc Gin Arg Trp Lys 
933/241 963/251 

TCC AAG CTC TAC TCC ATT GTT TGT GGG AAA TCG ACA CCT GAA AAA GAG GGG GAG CTT GAA 
Sec Lys Leu Tyc Sec He Val Cys Gly Lys Sec The ?eo Glu Lys Glu Gly Glu Leu G.u 
993/261 / 1023/271 

GGA ACT ACT ACT AAG CCC CTG GCC CCA AAC CCA AGC TTC AGT CCC ACT CCA GGC TTC ACC 
Gly The The The Lys Pco Leu Al* Pco Asn Pco Sec Phe See Pco The Pco Gly Phe *nr 
1053/231 1083/291 

CCC ACC CTG GGC TTC AGT CCC GTG CCC AGT TCC ACC TTC ACC TCC AGC TCC ACC TAT ACC 
Pco Thr Leu Gly Phe See Pco Val Pro Sec See Thr Phe 7hr Sec Sec See The Tyc ..ir 
1113/301 1143/311 

CCC GGT GAC TGT CCC AAC TTT GCG GCT CCC CGC ACA GAG GTG GCA CCA CCC TAT CAG GGs, 
Pco Gly Asp Cys Peo Asn Phe Ala Ala Pro Acg Acg Glu Val Ala Pco Pco Tyc Gin Gly 
1173/321 1203/331 

GCT GAC CCC ATC CTT GCG ACA GCC CTC GCC TCC GAC CCC ATC CCC AAC CCC CiT CAG AAG 
Ala Asp Pro He Leu Ala The Ala Leu Ala Sec Asp Pco He Pco Asn Pro Leu G.n Lys 
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GGCTGCGCCC CTGCGGGCAG CTCTAAGGAC CGTCCTGCGA 1620 

GATCGCCTTC CAACCCCACT TTTTTCTGGA AAGGAGGGGT CCTGCAGOGG CAAGCAGGAG 1630 

CTAGCAGCCG CCTACT7GGT GCTAACCCCT CGATGTACAT ACCTTTTCTC AGCTCCCTGC W40 

GC3CCGCCGA CAGTCAGCGC TGTGCGCGCG GAGAGAGGTG CGCCGTGGGC TCAAGAGCCT 1300 

GAGTGGGTGG TTTGCGAGGA TGAGGGACGC TATGCCTCAT GCCCGTTTTG GGTGTCCTCA 13 SO 

CCAGCAAGGC TGCTCGCGGG CCCCTGGTTC GTCCCTGAGC CTTTTTCACA GTGCATAAGC 1920 

AGTTTTTTTT GTTTTTGTTT TGTTTTGTTT TGTTTTTAAA TCAATCATGT TACACTAATA 1980 

GAAACTTGGC ACTCCTGTGC CCTCTGCCTG GACAAGCACA TAGCAAGCTG AACTGTCCTA 2040 

AGGCAGGGGC GAGCACGGAA CAATGGGGCC TTCAGCTGGA GCTGTGGACT TTTGTACATA 2100 

CACTAAAATT CTGAAGTTAA AAAAAAAAAA AAAAGGAATT C 2141 



